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resumo 
 
 
Este trabalho tem dois objectivos principais: a) efectuar a caracterização 
química do efluente final (Ef), colhido após o tratamento secundário, de uma 
fábrica de pasta e papel kraft que usa como fonte principal de fibras a madeira 
de E. globulus; b) testar e comparar a eficiência de dois tipos de tratamento do 
Ef à escala laboratorial, nomeadamente tratamento com fungos e tratamento 
pelo sistema foto-Fenton. 
 
A caracterização química das amostras do Ef e do Ef tratado consistiu em: a) 
identificação e quantificação dos compostos orgânicos por Cromatografia de 
Gás acoplada a Espectrometria de Massa; b) determinação da Carência 
Química de Oxigénio pelo método ASTM D 1252-88; c) avaliação da 
descoloração e identificação de bandas de absorção entre os 250 e os 500 nm 
através da análise de espectroscopia Ultravioleta-Visível; d) determinação da 
toxicidade com a V. fisheri por Microtox®; e) no caso específico do tratamento 
com fungos, pesquisou-se ainda a presença da actividade catalítica das 
enzimas ligninolíticas (lignina-peroxidase, manganês-peroxidase e lacase). 
 
A caracterização do Ef permitiu a identificação de 38 compostos orgânicos; o 
valor da carência química de oxigénio obtido foi de 392 ± 5 mg/L; identificaram-
se bandas de absorção entre os 250nm e os 300nm, bem como um pico de 
absorvância aos 285nm e não se detectou qualquer efeito tóxico na exposição 
da V. fisheri ao efluente final (Ef). 
 
As experiências de tratamento com fungos mostraram bons índices de 
biodegradação dos compostos orgânicos. As espécies de fungos envolvidas 
neste estudo integraram estes compostos nos respectivos processos 
metabólicos, resultando em diminuições significativas de todos os parâmetros 
medidos. Foi observada uma descoloração significativa do Ef com todas as 
espécies de fungos utilizadas. Os ácidos carboxílicos e os compostos fenólicos 
foram mais difíceis de degradar do que os restantes compostos; por outro lado 
os derivados de extractáveis, nomeadamente β-sitosterol e β-sitostanol foram 
os mais fáceis de eliminar do Ef. Detectou-se ainda a presença das enzimas 
ligninolíticas e foi possível estabelecer algumas relações entre esta presença e 
alguns dos parâmetros medidos através de uma análise estatística. 
 
Os resultados das experiências com o sistema foto-Fenton demonstraram a 
boa eficiência deste tratamento, observando-se diminuições significativas de 
todos os parâmetros medidos, nomeadamente uma redução notável da cor e 
dos compostos orgânicos identificados no Ef após 6 dias de tratamento. No 
entanto, as amostras do Ef tratadas pelo sistema foto-Fenton revelaram um 
elevado valor de toxicidade, com base nos resultados do teste Microtox. 
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abstract 
 
This work has two main purposes: a) the chemical characterization of the final 
effluent (Ef), collected after the secondary treatment, from a kraft pulp mill that 
uses E. globulus as main raw material; b) testing and comparing the efficiency 
of two types of Ef treatment at laboratorial scale, namely fungus treatment and 
photo-Fenton treatment. 
 
The chemical characterization of the Ef and the Ef after treatment consisted in: 
a) identification and quantification of organic compounds by Gas 
Chromatograph-Mass Spectrum; b) assessment of the Chemical Oxygen 
Demand by the ASTM D 1252-88; c) evaluation of the decolouration and 
identification of absorption bands between 250 and 500 nm by Ultraviolet-
Visible spectroscopic analysis; d) toxicity evaluation by Microtox V. fisheri; e) in 
the presence of catalytic activity of ligninolytic enzymes lignin-peroxidase, 
manganese-peroxidase and laccase  was assessed in the case of fungus 
treatment.  
 
The Ef characterization allowed the identification of 38 organic compounds; the 
chemical oxygen demand was 392 ± 5 mg/L; a high absorbance peak was 
observed at 285 nm and no toxic effect was detected for the V. fisheri exposed 
to the final effluent (Ef). 
 
The fungus treatment experiments showed good biodegradation rates for the 
organic compounds. The fungus species utilized these compounds in the 
respective metabolic processes, resulting in a significant decrease of every 
measured parameter.  A significant decolouration of the Ef was observed with 
every fungus species, although the carboxylic and the phenolic compounds 
where more difficult to degrade than the remaining compounds. On the other 
hand the extractable derivatives, namely β-sitosterol and β-sitostanol were the 
easiest to remove from the Ef. Furthermore, the presence of ligninolytic 
enzymes was detected and related to some of the measured parameters 
through a statistical analysis. 
 
The results from the photo-Fenton experiments demonstrated the good 
efficiency of this treatment, resulting in a remarkable colour reduction and total 
removal of all the organic compounds identified in the Ef after 6 days of 
treatment. However, the Ef samples treated with the photo-Fenton system 
showed a high toxicity value, based on the Microtox test results. 
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Os efluentes de fábricas de pasta e papel kraft representam uma importante fonte de 
compostos orgânicos para os ambientes aquáticos receptores. A caracterização química 
destes compostos orgânicos constituintes dos efluentes é fundamental, não só para 
compreender e prever as alterações ao nível das propriedades da matéria orgânica 
dissolvida das águas receptoras, mas também para uma avaliação e escolha do melhor 
processo de tratamento dos efluentes. Durante o processo de tratamento a diminuição da 
concentração ou mesmo o desaparecimento de determinadas espécies químicas 
consideradas poluentes, nem sempre é considerado um critério seguro porque outras 
espécies eventualmente muito tóxicas podem ser formadas a partir dos compostos 
presentes no efluente antes do tratamento.  
Este trabalho tem como objectivos caracterizar um efluente, após tratamento 
secundário, de uma fábrica de pasta e papel kraft obtida a partir da madeira de Eucalytus 
globulus e testar a eficiência de dois tipos de tratamento desse mesmo efluente. O efluente 
final (Ef) foi colhido após o tratamento secundário na própria fábrica e sujeito 
laboratorialmente: a) a tratamento com os fungos, Phanaerochaete chrysosporium, 
Trametes versicolor, Rhyzopus oryzae e Pleurotus sajor caju; b) a tratamento pelo sistema 
foto-Fenton. Os efluentes, antes e após as experiências laboratoriais de tratamento foram 
caracterizados do seguinte modo: os compostos orgânicos foram separados por 
cromatografia em fase gasosa (GC) e identificados e quantificados por espectrometria de 
massa (MS); avaliou-se a carência química de oxigénio (COD); estimou-se a redução de 
cor de Ef por registo do espectro nas regiões do ultravioleta e visível (UV-Vis) entre os 
250 e os 500 nm; e usou-se o teste Microtox® para detectar efeitos tóxicos na V. fisheri. No 
caso específico das experiências de tratamento com as quatro espécies de fungos, 
pesquisou-se ainda a presença das enzimas ligninolíticas lignina-peroxidase, manganês 
peroxidase e lacase. 
Esta dissertação está organizada em cinco capítulos. No primeiro capítulo consta 
uma introdução geral sobre a indústria de pasta e papel, nomeadamente, no que diz respeito 
à matéria-prima, aos processos de produção, ao efluente e respectivo tratamento e aos seus 
efeitos no ambiente, e no final deste capítulo tecem-se ainda algumas considerações sobre 
o tratamento de efluentes com fungos e tratamento com o sistema foto-Fenton. O segundo 
capítulo foca-se na caracterização química do Ef colhido após o tratamento secundário. No 
terceiro capítulo descreve-se o procedimento experimental e apresentam-se os resultados 
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do tratamento com o P. chrysosporium, T. versicolor, R. oryzae e P. sajor caju. No quarto 
capítulo descreve-se o procedimento experimental do tratamento pelo sistema foto-Fenton 
e apresentam-se os resultados obtidos nas experiências efectuadas no laboratório. O quinto 
capítulo é constituído pelas conclusões gerais sobre o trabalho apresentado na dissertação. 
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1.1 Enquadramento 
 
O papel tem desempenhado uma função importante como suporte de escrita, 
tornando-se num dos produtos essenciais ao normal funcionamento da sociedade moderna. 
Descobertas em túmulos chineses sugerem que o papel poderá ter surgido nesse país antes 
do ano 105 na corte imperial Ts’ai Lun, feito a partir de desperdícios têxteis, espalhando-se 
600 anos mais tarde por toda a Ásia Central em países como a Coreia, Japão, Tibete e 
Índia. Por volta do ano 750 chegou ao território que é hoje o Uzbequistão e, nos 50 anos 
seguintes ao actual Iraque, Egipto e Marrocos, não demorando muito tempo a chegar à 
Europa1. Por volta do ano 1150 os espanhóis faziam papel perto de Valência e, em 1390 
tinha-se já espalhado por toda a Europa1. Só com a introdução da invenção da pasta 
mecânica e da pasta química em 1854 na Alemanha, é que se começou a usar a madeira 
como matéria-prima. O período compreendido entre 1860 e 1950 foi caracterizado por 
importantes aperfeiçoamentos na linha de produção e pela introdução de energia eléctrica, 
resultando num grande aumento de produção. Neste período, as produções aumentaram de 
5 m/min em 1820 para mais de 500 m/min em 1930 e, a tela aumentou de 85 cm de largura 
em 1830 para 770 cm em 1930. A partir de 1950 até 1980 assistiu-se a melhorias no 
processo de fabrico de papel nunca antes vistas, tais como a automatização, as pastas 
termo-mecânicas, a recuperação de papel, novos aditivos e corantes, e a conscencialização 
das questões de protecção ambiental, além de aumentos progressivos da velocidade de 
produção e da largura da tela1. 
Portugal foi o primeiro país a produzir pastas químicas de eucalipto, inicialmente 
em 1923 com o processo ao sulfito, depois em 1957 com o processo ao sulfato, e tem 
estado na vanguarda do desenvolvimento dos processos de fabrico de pasta e papel na 
Europa. Em Portugal, actualmente, quase toda a indústria papeleira (100% produção de 
pastas; 90% da produção de papel e cartão) está associada à CELPA (Associação da 
Indústria Papeleira), constituída por 11 empresas responsáveis pela produção de 1,9 
milhões de toneladas de pasta por ano e 1,5 milhões de toneladas de papel, consumindo 
cerca de 6 milhões de metros cúbicos de madeira de pinho e eucalipto, 20 % dos quais são 
fornecidos pelos 250 mil hectares florestais geridos pela própria indústria1. 
Desde a década de 90 que as preocupações ambientais ganharam importância nas 
políticas de desenvolvimento e qualidade de vida. A União Europeia passou a colocar 
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novos desafios à indústria papeleira, que obrigam à conjugação do factor progresso com a 
preservação ambiental, o que só será possível com um estreitar de ligações entre o sector 
político e o sector económico, de modo a se atingir um objectivo comum, um patamar justo 
e valorizador para todos. Hoje em dia, o crescimento terá de ser compatível com um 
aumento do nível de vida, através de políticas de desenvolvimento sustentado, onde esteja 
bem vincada a noção de património ecológico que pertence a todos e que o deve ser 
preservado para as gerações vindouras2. 
Actualmente na indústria de pasta e papel as atenções não estão focadas apenas no 
aumento da produtividade, mas também em tentar reduzir o impacto ambiental que está 
normalmente associado a este tipo de indústria2. É neste contexto que se insere o objectivo 
deste estudo, para que, de algum modo se possa contribuir para o avanço no conhecimento, 
relacionado com os efluentes finais de fábricas de pasta e papel kraft e respectivo 
tratamento. 
 
 
 
1.2 Matéria-prima de uma fábrica de pasta e papel 
 
Em 2006 a floresta portuguesa era a principal fonte de matéria-prima para a 
produção de pasta e papel; mais de 99% consistia em madeira de eucalipto e pinho, que 
corresponderam respectivamente a 4809 e 5902 mil m3 equivalentes sem casca. No 
entanto, para a produção de papel e cartão, a pasta de eucalipto é a matéria-prima 
maioritária, tendo-se vindo a verificar um crescimento contínuo da importância da pasta de 
pinho e da recuperação de papel (fibras secundárias) nos últimos anos3. 
Para fins industriais, as madeiras podem ser divididas em 2 grupos: madeira suave 
obtida das gimnospérmicas (resinosas), e a madeira dura obtida das angiospérmicas 
(folhosas). Em geral, as fibras da madeira macia (softwood) são mais longas do que aquelas 
encontradas na madeira dura (hardwood), e têm paredes celulares mais finas; as fibras 
longas da madeira macia promovem ligações inter-fibras resultando num papel mais 
resistente4. O eucalipto é uma espécie folhosa originária da Austrália que foi introduzida 
em Portugal há menos de 200 anos e a sua madeira dura é das mais populares na linha de 
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produção da indústria de papel portuguesa, pois fornece uma pasta de fibras curtas que 
produz um papel relativamente forte quando misturada com algumas fibras longas4,5. 
A madeira é um sistema complexo, com propriedades físico-químicas 
características da espécie de árvore da qual foi extraída, genericamente constituído por 
diferentes tipos de células que desempenham funções específicas na planta enquanto ser 
vivo (por exemplo: suporte mecânico, transporte de água e processos metabólicos)6,7. Na 
Figura 1.1 está representado um modelo da célula de madeira e ampliação de uma porção 
da parede secundária com os respectivos constituintes fibrosos.  
 
 
Figura 1.1 – Modelo de uma secção da parede secundária de uma célula de madeira e as 
fibras constituíntes7. 
 
A parede celular da célula vegetal é composta maioritáriamente por 40-50% de 
fibras de celulose e 20-35% de hemicelulose organizada numa estrutura cristalina, 
embebida numa matriz amorfa de lignina (20-30%), pequenas quantidades de extractáveis 
(compostos de baixo peso molecular de estrutura orgânica sem funções estruturais) e 
compostos minerais, da qual se separa a celulose durante o processo de fabrico da pasta 4,6,8. 
A composição e quantidade destes constituintes, vai variar de acordo com a parte da árvore 
(tronco, ramos, raiz e casca), espécie ou idade9. 
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1.2.1. Celulose na madeira  
 
A celulose é um polissacarídeo que constitui o suporte estrutural das células das 
plantas, o que a torna uma das substâncias naturais mais abundantes nos organismos 
vegetais6,7. A sua fórmula química é (C6H10O5)n, onde n é o número de unidades de 
glucose, mais especificamente β-D-glucopiranose, unidas por ligações Cβ-O-C4, formando 
uma estrutura linear, tal como representada na Figura 1.2, e organizada num 
empacotamento de moléculas de celulose em microfibrilas que formam fibrilas e 
finalmente fibras de celulose 6. 
 
O
O
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O
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OH
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Oβ
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Figura 1.2 – Estrutura química da celulose6. 
 
Na madeira, a celulose está organizada em associações fibrilares, com regiões 
cristalinas constituídas por moléculas bem organizadas, alternadas com regiões amorfas de 
menor organização das cadeias de celulose6. 
 
 
 
1.2.2 Hemicelulose na madeira  
 
As hemiceluloses são polissacarídeos heterogéneos com a função de suporte da 
parede celular na planta. As hemiceluloses são denominadas de hexosanas ou pentosanas 
se, por hidrólise, os monómeros resultantes forem hexoses ou pentoses, respectivamente, 
como se mostra na Figura 1.36,10,11. 
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Figura 1.3 – Hemiceluloses presentes na madeira e os monómeros resultantes da respectiva 
hidrólise. 
 
A madeira dura do E. globulus fornece fibras curtas, em que o componente 
hemicelulósico maioritário é o xilano, mais especificamente o O-acetil-4-metilglucurono-
β-D-xilano, seguido do glucomanano, que atribuem ao papel uma característica importante: 
a resistência mecânica8,9. Na Figura 1.4 é apresentada a estrutura química do xilano. 
 
 
Figura 1.4 – Estrutura química do xilano, o composto hemicelulósico mais abundante na 
madeira dura6. 
 
Tanto na madeira macia como na madeira dura, a estrutura linear do xilano resulta 
da ligação Cβ-O-C4 das unidades de xilopiranose. Um em cada dez grupos hidroxilo dos 
carbonos C2 e/ou C3 das unidades de xilose são substituídos por ligações Cα-O-C2 a 
resíduos de ácido 4-O-metilglucurónico. Ao contrário da madeira macia, as cadeias laterais 
dos xilanos da madeira dura não têm arabinose na sua constituição6. 
A Figura 1.5 representa a estrutura química do glucomanano, o segundo 
componente hemicelulósico maioritário presente na madeira dura6. 
 
Glucamanano D-glucose 
D-manose 
Galactano D-galactose 
(Hexosanas) (Hexoses) 
Hidrolise 
Hidrolise 
Arabinano D-arabinose 
Xilano D-xilose 
(Pentosanas) (Pentoses) 
Hidrolise 
Hidrolise 
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Figura 1.5 – Estrutura química do glucomanano, o segundo composto hemicelulósico 
maioritário da madeira dura6. 
 
 O glucamanano é constituído por um “esqueleto” de unidades de D-manopiranoses 
e D-glucopiranoses unidas por ligações Cβ-O-C4, com uma razão entre as unidades de 
manose para glucose compreendida entre 1:1 e 2,3:16. 
Na Figura 1.6 está representada a estrutura química do glucuronoxilano, que resulta 
da combinação do xilano com o glucomanano encontrada na madeira dura de E. 
globulus6,8. 
7
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Figura 1.6 – Estrutura química do glucoronoxilano, o composto hemicelulósico maioritário 
presente na madeira dura6,8. 
 
Pinto et al.8, num estudo sobre os polímeros presentes na madeira dura, estimaram a 
partir da abundância relativa da xilose que o glucuronoxilano é a estrutura hemicelulósica 
maioritária presente na madeira de E. globulus. 
 
 
 
 
 
 
___________________________________________________________Introdução geral 
 _________________________________________________________________________ 
13 
1.2.3 Lignina na madeira 
 
A lignina, que confere resistência mecânica às árvores e é exclusiva de plantas 
vasculares, é um polímero de natureza aromática prejudicial para a qualidade do papel 
visto que o torna frágil, além de lhe conferir uma cor amarelada devido à formação de 
produtos de oxidação por exposição à luz solar6,9. As ligninas da madeira dura são 
macromoléculas complexas constituídas por unidades de fenilpropano 
dehidropolimerizadas derivadas de siringilpropano (unidade dimetoxilizada), 
guaiacilpropano (unidade monometoxlizada) e p-hidrofenilpropano (unidade não 
metoxilizada), cujas estruturas químicas estão representadas na Figura 1.78,12. 
 
H3CO
OH
OCH3
 
OH
OCH3
 
OH
 
a) Siringilpropano b) Guaiacilpropano c) p-Hidroxifenilpropano 
 
Figura 1.7 – Estruturas químicas das unidades monoméricas da lignina da madeira dura8. 
  
A estrutura da lignina é normalmente descrita em termos de frequência dos gupos 
funcionais (i.e. por 100 unidades de fenilpropano)8,12. Vários autores8,13,14  mostraram que na 
madeira de E. globulus existe uma maior frequência das unidades de siringilo sobre as 
unidades de guaiacilo, na estrutura polimérica da lignina. As ligações mais abundantes 
entre as unidades monoméricas são ligações éter e carbono-carbono e os grupos funcionais 
mais frequentes são: metoxilo, fenilo, benzílo e carbonilo6.  
Na Figura 1.8 está representada a ligação química dominante entre os monómeros 
da lignina que formam a sua estrutura polimérica na madeira dura. 
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Figura 1.8 – Estrutura química alcali aril éter Cβ-O-C4, ligação química das unidades de 
fenilpropano maioritária na madeira de E. globulus8. 
 
A ligação mais abundante entre as unidades monoméricas da lignina das madeiras 
duras é uma ligação éter entre o carbono β e o carbono 4 das unidades de fenilpropano (Cβ-
O-C4)8. A análise de ressonância magnética nuclear do carbono 13 (NMR 13C) de ligninas 
isoladas de E. globulus num estudo de Pinto et al. 8, indicou cerca 50 a 55 destas estruturas 
por 100 unidades de fenilpropano. A ligação Cα-O-C4 é também muito frequente, no 
entanto, os monómeros podem estar envolvidos em ligações que não as estruturas éter Cβ-
O-C4 e Cα-O-C4, tais como: ligações carbono-carbono ou C-O-C formando estruturas 
condensadas Cβ-C5’, Cβ-C6’, C5-C5’ e C4-O-C5’. Na Figura 1.9 está representada a estrutura 
química de uma estrutura condensada C4-O-C5’ encontrada na madeira dura que prejudica 
o rendimento do cozimento kraft 8. 
 
COOCH3
H3CO
O
OCH3
COOCH3
OCH3
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Figura 1.9 – Ligação C4-O-C5’ que compõe a estrutura condensada predominante 
encontrada na madeira dura8. 
 
No mesmo estudo, Pinto et al.8, mostraram que a estrutura condensada 
predominante na pasta obtida com a madeira do E. globulus é a estrutura C4-O-C5’.  
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1.2.4 Componentes não estruturais da madeira 
 
Os componentes não estruturais da madeira são: extractáveis, polissacarídeos 
resultantes da degradação do amido, proteínas, alguns compostos orgânicos solúveis em 
água e compostos inorgânicos6. O grupo de compostos não estruturais mais representativos 
são os extractáveis da madeira. Estes compostos são solúveis em solventes orgânicos e 
causam problemas no processo de produção da fábrica de pasta e papel ao formarem 
depósitos que se acumulam nos equipamentos. Existe uma grande variedade destes 
compostos, tais como: hidrocarbonetos, cetonas, ácidos gordos, ceras, trigelicerídeos, 
esteróis ligados a hidrocarbonetos a cetonas e a outros esteróis15. 
 
 
 
1.3 Processos industriais de uma fábrica de pasta e papel 
 
 O processo de fabrico de pasta e papel pode ser dividido em três passos básicos: a 
formação da pasta, o processamento da pasta e a produção de papel. Na Figura 1.10 é 
representado um diagrama de um processo industrial de uma fábrica de pasta e papel kraft. 
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Figura 1.10 – Diagrama esquemático de um processo industrial de uma fábrica de pasta e 
papel4,16. 
 
Numa primeira etapa, depois da preparação da madeira em que a casca é removida 
e a madeira é cortada em aparas, ocorre a polpação no digestor, onde a pasta é produzida 
pela digestão da matéria-prima até aos seus constituintes fibrosos, utilizando métodos 
químicos e mecânicos combinados. No caso da madeira, os processos químicos actuam de 
modo a libertar as fibras de celulose destruindo selectivamente as ligações químicas que 
mantêm estas fibras unidas4. Depois de as fibras estarem separadas e as impurezas 
removidas através da lavagem e crivagem, a pasta entra numa etapa de branqueamento. A 
adição de corantes sintéticos para se obter a tonalidade de branco desejada, é uma 
importante operação de uma fábrica de pasta de papel kraft, e a combinação da pasta com 
aditivos (corantes, resinas ou materiais de enchimento) depende das características do 
papel que se pretende4,17. Na etapa final, a mistura é desidratada, restando apenas os 
constituintes fibrosos e os aditivos da pasta dispostos numa tela onde são transportados. As 
fibras ligam-se à medida que atravessam a linha de processamento passando por uma série 
de prensas e tapetes aquecidos. A tela final é disposta em grandes rolos para 
armazenamento4,17 . 
O sistema de recuperação de reagentes químicos a partir do licor negro para serem 
reutilizados representa um processo importante sob o ponto de vista financeiro e ambiental 
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de uma fábrica de papel. Os benefícios económicos incluem a enorme poupança na compra 
de reagentes químicos para o processo e a geração de energia devido à queima de resíduos 
num forno de recuperação, além dos evidentes benefícios ambientais devido à diminuição 
das descargas para o meio receptor3,16. O efluente final mencionado na Figura 1.10 é o 
efluente obtido após o tratamento primário e secundário de uma fábrica de pasta e papel 
kraft, objecto de estudo deste trabalho e será designado ao longo desta dissertação por 
efluente final (Ef). 
 
 
 
1.3.1 O processo de cozimento kraft (digestão alcalina da madeira) 
 
O processo de cozimento kraft (150-170 ºC) baseado na digestão das aparas da 
madeira com uma solução alcalina (licor), composta por sulfido de sódio (Na2S) e 
hidróxido de sódio (NaOH)4,18, é o processo de polpação mais utilizado em todo o mundo 
pelas seguintes razões20: a) o cozimento químico é muito selectivo no seu “ataque” aos 
constituintes da madeira, resultando numa pasta notávelmente forte comparando com 
outros processos; b) o processo kraft é flexível, pois pode ser utilizado na digestão de 
vários tipos de madeira e tolera os contaminantes frequentemente encontrados nesta 
matéria-prima19. O processo kraft substituiu o processo de soda que usa um licor alcalino 
composto apenas por hidróxido de sódio (NaOH), devido aos benefícios económicos da 
recuperação dos compostos químicos e ao aumento de rendimento das reacções4. 
O licor de cozimento inicial, designado por licor branco, é misturado com as aparas 
de madeira no digestor. O produto resultante é a pasta constituída pelas fibras e uma 
solução contendo a lignina dissolvida, que inclui os reagentes químicos da polpação, 
também designado por licor negro. Este licor negro é processado pelo sistema de 
recuperação, para gerar novo licor branco que vai entrar novamente no digestor4. De um 
modo geral, a eficiência do processo kraft é aproximadamente 50% do total da entrada de 
matéria-prima. A remoção da lignina é muito alta neste processo, acima dos 90%, 
permitindo altos níveis de brancura sem a degradação da pasta devido à deslignificação19. 
A lignina tem carácter predominantemente hidrofóbico e exceptuando os casos em que são 
introduzidos grupos hidrofílicos durante o cozimento, a sua presença dificulta a refinação 
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das pastas ao inibir a absorção de água e o intumescimento das fibras6,8,9. Pinto et al.8, 
demonstraram que o E. globulus, entre várias espécies de madeira dura, é a que apresenta 
menor quantidade de lignina (22-28%) sendo, consequentemente, mais fácil de 
deslignificar pelo processo kraft. 
Durante o cozimento, o processo de remoção da lignina das fibras das paredes 
celulares das células da madeira baseia-se na despolimerização da lignina, por isso, a 
ruptura das ligações das unidades monoméricas é crucial para um bom rendimento da 
digestão4,8. Na madeira dura, a presença de dois grupos metoxilo nas posições 3 e 5 dos 
núcleos aromáticos das unidades do tipo siringilpropano (bem mais reactivas que as 
unidades do tipo guaiacilpropano), favorece a degradação da lignina durante a polpação e a 
sua consequente remoção das fibras, além de dificultar a repolimerização da lignina que 
ocorre durante a reacção alcalina. Por outro lado, verifica-se que as estruturas condensadas 
são mais resistentes à degradação durante o cozimento, e portanto, a concentração destes 
compostos na lignina residual aumenta gradualmente ao longo desta etapa, à medida que as 
estruturas Cβ-O-C4 e Cα-O-C4, menos resistentes à degradação durante o cozimento, vão 
sendo removidas da pasta8. Lundquist et al.19, sugerem que a alteração da lignina no 
processo kraft é caracterizada pela degradação e uma alteração lateral do carbono 3 (C3), 
sendo estas alterações laterais na lignina mais resistentes à biodegradação que as porções 
aromáticas inalteradas. O mesmo autor19 refere ainda que estas alterações podem consistir 
em: a) clivagem aril – éter alkil, entre unidades de fenilpropano resultando numa 
despolimerização e libertação de novas unidades fenólicas ou desmetilização limitada de 
grupos metoxil gerando alguns catecois; e b) fortes modificações nas cadeias laterais 
resultantes de uma grande variedade de reacções, incluindo perda parcial de átomos de 
carbono γ.  
   
 
 
1.3.2 Branqueamento da pasta 
 
As pastas branqueadas geram papel mais branco, mais brilhante, mais macio e mais 
absorvente do que pastas não branqueadas; são pastas utilizadas para a produção de papel 
que requerem elevados graus de pureza em que o amarelado é uma característica 
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indesejada; a pasta que não é branqueada é utilizada para o fabrico de papelão e caixas4,20. 
O tipo e nível de branqueamento são influenciados pelo tipo de fibra, o processo de 
polpação e as características desejadas para o produto final. O factor determinante do 
potencial de branqueamento é o conteúdo de lignina da pasta. Uma pasta contendo uma 
grande quantidade de lignina é mais difícil de branquear requerendo um maior 
fornecimento de reagentes químicos4,8. No entanto, o branqueamento excessivo provoca 
uma quebra de rendimento da pasta devido à destruição das fibras e, portanto, os reagentes 
químicos utilizados no processo de branqueamento deverão ser muito selectivos para a 
lignina, de modo a serem mais eficientes4,8,20. 
 As etapas de branqueamento geralmente consistem numa série de tratamentos 
oxidativos, que alternam entre condições ácidas e alcalinas. As reacções químicas com a 
lignina durante a etapa ácida do branqueamento aumentam a brancura da pasta, enquanto 
que a etapa de extracção alcalina dissolve os produtos da reacção lignina/ácido, tais como a 
lignina residual e outros componentes minoritários da pasta, nomeadamente grupos de 
ácido hexenurónico, extractáveis e produtos resultantes da degradação de cromóforos18. 
Actualmente, a tecnologia de branqueamento livre de cloro elementar (ECF) e 
totalmente livre de cloro (TCF), que se baseia respectivamente na utilização de compostos 
sem cloro elementar e na utilização de compostos livres de cloro, contribui para uma 
diminuição significativa do impacto ambiental dos efluentes da indústria de pasta e 
papel18,20. Os processos industriais usados, nomeadamente o branqueamento sem cloro 
elementar, aliado aos sofisticados sistemas de tratamento primário e secundário do efluente 
líquido, são os mais compatíveis com a preservação do ambiente. Contudo, alguns 
autores18,20 sugerem não haver vantagens significativas dos processos de branqueamento 
TCF relativamente aos ECF na qualidade ambiental do efluente.  
O processo de branqueamento TCF pode ser feito utilizando-se oxidantes como o 
oxigénio molecular, peróxido de hidrogénio, ozono, peroxiácidos, ou ainda por 
microrganismos7,20,21. Freire et al.21 mostraram que a composição dos extractos lipofílicos 
dos depósitos de pastas kraft branqueadas TCF, de um ponto de vista qualitativo é, de um 
modo geral, semelhante à dos extractos lipofílicos das pastas não branqueadas. Num outro 
estudo, Neto et al.18 mostraram que o melhor resultado de branqueamento da pasta foi 
obtido com altas concentrações (37%) de sulfureto de sódio (Na2S). No entanto, estes 
resultados mostraram muitas flutuações, que podem estar relacionadas com modificações 
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na estrutura e composições das pastas, induzidas pelas diferentes condições durante a 
polpação. Yanez et al.20 submeteram uma pasta a várias sequências de branqueamento 
(TCF) e o melhor resultado foi obtido com E-O-Z-Q-P1-P2, em que E é a extracção aquosa 
com NaOH, O é a deslignificação com oxigénio, Z é o tratamento com ozono, Q é o 
tratamento com agentes quelantes e P1 e P2 são tratamentos alcalinos com peróxido de 
hidrogénio. Ainda no trabalho de Freire et al.21, sobre o branqueamento TCF, mostrou-se 
que o oxigénio, o peróxido de hidrogénio e o ozono, levam à remoção parcial e a 
transformações oxidativas das famílias mais importantes dos compostos que se podem 
encontrar nos extractos lipofílicos das pastas não branqueadas (ácidos gordos e esteróis) e, 
os compostos insaturados foram parcialmente degradados enquanto que os saturados se 
mantiveram estáveis. O mesmo trabalho21 revelou ainda que o oxigénio e o peróxido de 
hidrogénio são mais efectivos que o ozono na remoção dos ácidos gordos da pasta, além de 
serem também efectivos na remoção de esteróis. Por outro lado, observou-se uma baixa 
remoção de esteróis insaturados com ozono, concluindo-se que este agente de 
branqueamento é efectivo na oxidação destes compostos apesar do consumo deste reagente 
ter sido bastante significativo21. 
 
 O Ef utilizado neste estudo foi obtido numa fábrica de pasta e papel kraft que 
adoptou a tecnologia ECF, consistindo numa série de tratamentos oxidativos com dióxido 
de cloro (ClO2) alternados com etapas de extracção alcalina com NaOH18. Na Tabela 1.2 
estão representadas as etapas sequenciais e as condições de pH e temperatura de uma 
operação de branqueamento típica adoptada por fábricas de pasta e papel kraft18. 
 
Tabela 1.1 – Condições de pH e temperatura para as etapas de extracção alternada com 
ClO2 (D0, D1 e D2) e com NaOH (E1 e E2) na operação de branqueamento de 
uma fábrica de pasta e papel kraft18. 
 
Etapa Tempo (min) Temperatura (ºC) pH 
D0 25 50 3,0 
E1 120 70 2,1% NaOH 
D1 240 70 3,5 
E2 120 70 0,6% NaOH 
D2 240 70 3,5 
 
A sequência de branqueamento D-E-D-E-D, em que D correspondente às etapas de 
adição do ClO2 e E às etapas de extracção aquosa com NaOH, é a sequência mais utilizada 
no branqueamento ECF18,21. O ClO2 é um reagente de preço elevado, que apesar de o seu 
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impacto no ambiente ser menor e menos perigoso que o Cl2 antigamente usado, leva no 
entanto, à formação de pequenas quantidades de compostos organoclorados em menores 
quantidades que o Cl2, por isso, a redução do consumo de ClO2 é um objectivo importante 
dos produtores de pasta branqueada ECF18. A quantidade total de ClO2 necessária no 
branqueamento é calculada em função do número kappa que mede a quantidade total dos 
compostos oxidáveis remanescentes na pasta que possam afectar a sua qualidade, sendo tal 
parâmetro monitorizado durante o processo de branqueamento da fábrica18. O número 
kappa aceitável final é aquele que no final do processo atingiu um valor óptimo em função 
do factor H, o índice de refracção e a condutividade da pasta22, em que o factor H relaciona 
as condições reunidas durante a polpação dependentes da alcalinidade da solução kraft, a 
sulfinidade, a temperatura e a relação entre a quantidade de licor e madeira. Costa and 
Colodette23 mostraram que a lignina e os ácidos hexenurónicos formados na polpação são 
os compostos que mais contribuem para o número kappa durante o processo de 
branqueamento da pasta kraft. Na Figura 1.11 está representada a formação dos ácidos 
hexenurónicos durante a deslignificação. 
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Figura 1.11 – Formação do ácido hexenurónico a partir do 4-O-metil-D-glucuronoxilano 
durante a deslignificação24. 
 
 O ácido hexenurónico forma-se pela eliminação do metanol do 4-O-metil-D-
glucuronoxilano tornando-o mais resistente às reacções ocorridas durante o processo de 
branqueamento.  
 Neto et al.18, num estudo sobre o efeito das condições de polpação no 
branqueamento ECF de uma pasta obtida a partir da madeira de E. globulus, sugerem que a 
lignina residual e os outros componentes oxidáveis remanescentes na pasta de papel kraft 
são progressivamente mais resistentes às reacções de oxidação que ocorrem no 
branqueamento à medida que as suas concentrações diminuem durante o processo, devido 
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principalmente ao aumento do conteúdo das estruturas condensadas e a uma diminuição do 
conteúdo das estruturas Cβ-O-C4 das ligninas residuais. 
 
 
 
1.3.3 Caracterização química dos efluentes das fábricas de pasta e papel 
kraft 
 
O Ef é o resultado da contribuição de todas as etapas dos processos de produção de 
uma fábrica de pasta e papel kraft que é lançado para o meio receptor, depois de ter sofrido 
tratamento primário e tratamento secundário numa estação de tratamento externa à linha de 
produção. A natureza dos constituintes de Ef é determinada pelos materiais usados, o tipo 
de processos aplicados e a eficiência com que esses materiais são removidos do efluente 
através de sistemas de recuperação e através de processos de tratamento21. As diferentes 
etapas do processo de fabrico de papel geram diferentes quantidades, qualidades e tipos de 
efluentes25. Na Figura 1.12 estão representados os efluentes provenientes das diferentes 
etapas de produção de uma fábrica de pasta e papel kraft. 
 
Figura 1.12 – Esquema representativo dos diferentes efluentes provenientes das diferentes 
etapas de produção de pasta de papel25. 
 
 
Durante a preparação da madeira para ser introduzida no digestor kraft, utiliza-se 
água para remover a casca e terra das aparas, resultando num efluente constituído por 
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sólidos suspensos, terras e fibras, com alto valor de carência bioquímica de oxigénio 
(BOD). O efluente resultante da lavagem da pasta antes de ser introduzida no tanque de 
branqueamento é de um castanho escuro forte com muitos sólidos suspensos e 
caracterizado por altos valores de BOD, COD, bem como elevados valores de pH 
resultantes da adição do sulfito e hidróxido de sódio durante a digestão25. O efluente gerado 
no branqueamento é muito escuro, constituído por lignina dissolvida, hidratos de carbono, 
compostos halogenados em baixas quantidades, compostos orgânicos voláteis e é ainda 
caracterizado por elevados valores de pH. Durante o processamento de produção de papel, 
gera-se um efluente com elevado valor de pH, rico em material particulado, compostos 
orgânicos e alguns compostos de natureza inorgânica devido à adição de corantes25. 
O processo de polpação produz o licor negro, fortemente corado, constituído por 
compostos orgânicos voláteis, resinas ácidas, ácidos gordos, terpenoides e esteróis, 
resultantes da degradação dos constituintes da madeira, lignina, celulose e extractáveis e, 
os excedentes dos reagentes adicionados. Este licor negro é ainda caracterizado por altos 
valores de COD e BOD25 e embora represente 10-15% do total do “efluente final” de uma 
fábrica de pasta de papel, é responsável por 80% da cor, 30% do BOD e 60 % do COD21,26. 
Ghoreishi and Haghighi27 caracterizaram os cromóforos orgânicos de um efluente de pasta 
e papel kraft por ressonância magnética nuclear (NMR) e identificaram a presença de 
alcoóis fenólicos, compostos aromáticos, ácidos carboxílicos, cetonas e estruturas 
orgânicas com ligação ácida anídrica.  
Vários autores12,13,28-34 identificaram os compostos resultantes da degradação da 
madeira de eucalipto em efluentes das diferentes etapas do processo, nas águas receptoras 
do Ef, nas pastas, nas pastas branqueadas, na lignina residual nas pastas e no papel 
(depósitos ou pitch), nos depósitos formados no equipamento e em experiências de 
tratamento de efluente efectuadas no laboratório, em estudos relacionados com fábricas de 
pasta e papel kraft. Os resultados de tais estudos estão resumidos na Figura 1.13 onde se 
lista algum dos compostos orgânicos resultantes da degradação dos constituintes da 
madeira de E. globulus. 
___________________________________________________________Introdução geral 
 _________________________________________________________________________ 
24 
Madeira
(constituída por:)
Polissacarídeos:
Maioritariamente:
Celulose;
Hemicelulose;
Lignina:
Unidades de fenilpropano
Ácidos carbóxilicos:
Ácidos gordos voláteis: fórmico e 
acético.
Hidroxiácidos monocarboxílicos: 
glicólico, láctico, 3-hidroxipropanóico, 2-
hidroxibutanóico, 2-desoxitetrónico, 2-
hidroxipentanóico, xiloisossacarínico, 
glucoissacarínico.
Hidroxiácidos dicarboxilicos: oxálico, 
sussínico, málico, 2-hidroxiglutárico e 
glucoissacarinárico.
Hidroxiácidos tricarboxílico: ácido cítrico.
Outros compostos sem serem ácidos 
carboxílicos: 
Catecol, 3-metilcatecol, 4-metilcatecol, 
tiofeno-3-metanol, 2-hidroxi2-
ciclopenten-1-ona, 2,3,5,6-tetrametil-1,4-
benzoquinona
Componentes maioritariamente do tipo 
guaiacilo, siringilo, 4-hidroxifenilo:
a)Fracção monomérica (monolinhois):
1) Compostos fenólicos simples: guaiacol, 
siringol e seus derivados alquilados; e 
compostos com um grupo carbonilo na zona 
alifática (i.e. vanilina, acetovanilona, 
guaiacilacetona e acetosiringona).
2) Álcoois com grupo fenólico substituinte: 
derivados de 1-guaiaciletanol, 2-guaiaciletanol, 
3-guaiacilpropanol e guaiacilglicerol e os 
equivalentes derivados de siringilo (1-
siringiletanol, 2-siringiletanol, 3-siringilpropanol e 
siringilglicerol)
3) Ácidos fenólicos: 4-hidroxibenzoico, vanílico, 
siríngico, guaiacilglioxílico, siringilglioxílico, 3-
guaiacil-2-hidroxipropanóico, guaiacil-2-
hidroxibutanóico e o 2-hidroxi-3-oxo-3-
siringilpropanóico
b)Fracção dimérica (dilinhois ou lenhanos):
1,1-diguaiaciletano, 4,4’-dihidroxi-3,3’-
dimetoxiestilbeno, 5-carboxi-2,4’-dihidroxi-3,4’-
dimetoxiestilbeno, 2,2’-di-hidroxi-3,3’-
dimetoxibifenilo, isolariciresinol, α-conidendrina, 
pinoresinol e seringaresinol.
E ainda alguns compostos alifáticos de 
baixo peso molecular (essencialmente 
ácidos carboxílicos):
Ácido acético, láctico, oxálico, succínico, 
malónico.
Ácidos gordos saturados e insaturados (ácido 
palmítico); glicerídeos, trioleína, ácidos alifáticos de 
cadeia longa.
Álcoois de cadeia longa, esteróis, ceras, ésteres de 
estirilo, terpenos.
Degradação Degradação
Componentes estruturais Componentes não estruturais
Extractáveis; polissacarídeos
resultantes da degradação do 
amido; proteínas; compostos 
solúveis em água; compostos 
inorgânicos
Degradação
(dos extractáveis, o grupo 
mais significativo)
 
Figura 1.13 – Principais compostos resultantes da degradação dos constituintes da 
madeira12,13,28-34. 
 
A degradação da celulose e hemicelulose origina compostos alifáticos como ácidos 
gordos voláteis e ácidos carboxílicos, além de outros compostos como o catecol, 3-
metilcatecol, 4-metilcatecol, tiofeno-3-metanol, 2-hidroxi2-ciclopenten-1-ona e, o 2,3,5,6-
tetrametil-1,4-benzoquinona33. K. Niemlä28, num estudo de degradação da celulose, 
identificou 50 ácidos carboxílicos, incluindo ácidos hidroxi mono e dicarboxílicos e 
discutiu a sua formação. O mesmo estudo28 mostrou ainda que a degradação da celulose 
origina principalmente ácido láctico, 3,4-dideoxipentóico, anidroisosacarínico, 2,3-
dideoxipentárico e 3,4-dideoxihexárico.  
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Da degradação da lignina, formam-se principalmente compostos de baixo peso 
molecular na sua maioria monoméricos, tais como compostos fenólicos simples, álcoois 
fenólicos e ácidos fenólicos, além de se formarem também também compostos diméricos e 
ácidos carboxílicos13,28. D. Ibarra et al.13, identificaram 86 compostos por pirólise-GC-MS 
na madeira de E. globulus e efectuaram a identificação e quantificação dos compostos 
orgânicos na pasta obtida após o cozimento kraft e em lignina kraft isolada, concluindo que 
é na polpação (kraft) que acontecem as maiores modificações da lignina da madeira de E. 
globulus.  
 
Os componentes não estruturais mais representativos são os extractáveis e a sua 
degradação gera compostos alifáticos de cadeia longa (ácidos gordos saturados e 
insaturados), glicerol e etilenoglicol (resultantes da hidrólise de alguns triglicerídeos), 
álcoois de cadeia longa, esteróis e terpenos15,21,26. O caso específico do licor negro 
proveniente da utilização da madeira de Eucaliptus globulus tem poucos compostos 
extractáveis, logo vai ter poucos álcoois de cadeia longa na sua composição15. Rio et al.15, 
num estudo de caracterização dos depósitos orgânicos formados em vários locais de uma 
fábrica de pasta e papel kraft, mostraram que os esteróis-esteres são os constituintes 
maioritários dos extractos lipídicos da madeira de E. globulus15, principalmente β-sitoterol, 
ceras e β-sitoterol-ésteres e mostraram que estes compostos não sofrem alterações 
estruturais durante o cozimento kraft. No entanto, após o branqueamento com dióxido de 
cloro, os esteróis e os esteróis estéres insaturados foram completamente degradados a 
esteróis e esteróis ésteres saturados, esteróis cetonas e hidratos de carbono15. 
 
 
 
1.3.3.1 Efeitos do Ef de fábricas de pasta e papel kraft. Cor e toxicidade. 
 
Estima-se que o normal funcionamento de uma fábrica de papel kraft utilize entre 
150 a 175 m3 de água por tonelada de papel produzida, resultando em elevados caudais de 
descargas de Ef rico em compostos orgânicos para os ambientes aquáticos receptores35. 
Estimava-se em 2002 que, diariamente, eram produzidos mais de 62 milhões de metros 
cúbicos de Ef de fábricas de pasta e papel por todo o mundo36. O boletim estatístico da 
CELPA de 20063, refere que em Portugal foram produzidos 100 milhões de metros cúbicos 
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de Ef nas fábricas associadas, correspondendo a aproximadamente 20 metros cúbicos por 
cada tonelada de produção. O mesmo boletim refere ainda que estes valores representam 
um decréscimo de 1,5% de descargas de Ef e 4,8% de Ef por tonelada de produção3. 
O Ef das fábricas de pasta e papel pode ter nos ambientes aquáticos receptores os 
seguintes efeitos negativos: promover o crescimento de limo, elevação da temperatura, 
formação de espuma, problemas relacionados com a cor e perda de beleza estética, 
aumento de substâncias tóxicas, diminuição da fauna microbiológica (zooplâncton) e morte 
de peixes, afectando profundamente os ecossistemas terrestres circundantes25. Pokhel e 
Viraraghaavan referem um estudo sobre o impacto na saúde pública das descargas de Ef no 
ambiente em que relatou efeitos tais como diarreia, vómitos, dores de cabeça, náuseas e 
irritações nos olhos em crianças e nos trabalhadores das fábricas25. 
Os Ef de fábricas de pasta e papel kraft constituem uma matriz complicada que 
contém uma miríade de diferentes compostos potencialmente tóxicos, e portanto, para se 
ter uma imagem mais abrangente da toxicidade é necessário realizar simultâneamente 
diferentes testes37. Hewitt et al.26 referem um estudo com peixes expostos a efluentes de 
pasta de papel no campo (in situ) e no laboratório, que mostrou que determinados 
compostos químicos estão associados a uma variedade de respostas reprodutivas e a 
respectiva toxicidade específica provou-se ser extremamente difícil de identificar. Os 
mesmo autores26, mostraram que apesar de os constituintes do Ef tais como o β-sistosterol, 
ácido abiético, pinosilvina e butulina, terem um grande potencial em afectar a reprodução 
em peixes quando testados individualmente e quando testados em conjunto, não foi 
possível estabelecer as relações causa–efeito definitivas devido à complexidade do 
efluente, às diferenças no padrão das respostas das espécies (i.e. entre os peixes no 
laboratório e os peixes no ambiente natural) e à falta de informação sobre os mecanismos 
de acção. Santos et al. 38, num estudo de toxicidade com peixes expostos ao Ef de uma 
fábrica de pasta e papel, mostrou um espectro de efeitos sintomatológicos variados, tais 
como: fisiológicos, alterações histopatológicas, genotoxicidade e carcinogeneicidade. 
MacLatchy and Van der Kraak39 demonstraram que o β-sitosterol causa uma significativa 
redução dos níveis de esteróis no plasma que estão envolvidos na reprodução dos peixes 
dourados, devido a uma diminuição da capacidade de biossíntese dessas moléculas pelas 
gónadas. Galvani-Sobreira et al.40, em testes de toxicidade com D. similis do efluente 
proveniente de uma fábrica de celulose, mostraram o potencial tóxico do β-sitosterol e do 
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ácido hexadecanóico, tendo o β-sitosterol produzido os efeitos mais tóxicos. Makris and 
Banerjee41 concluíram que as resinas ácidas em geral e o ácido dihidrobiético em 
particular, poderão ser responsáveis por grande parte da toxicidade crónica de um Ef de 
pasta e papel após o tratamento secundário, onde são apenas parcialmente removidos e 
identificaram a associação de fibras à biomassa e a sua subsequente sedimentação como 
uma importante via de remoção destes compostos. 
Minddaugh et al.42, compararam vários testes de toxicidade (Microtox®, 
Ceriodaphnia dubia e Menidia beryllina) aplicados à água de abastecimento e efluente de 
uma fábrica de pasta e papel kraft, antes e após o tratamento secundário, concluindo que o 
sistema Microtox® possui uma baixa sensibilidade, embora seja eficaz a detectar toxicidade 
aguda das amostras. Estes autores42 reportaram que não se detectaram efeitos adversos com 
o sistema Microtox®, nem toxicidade crónica com C. dubia7d, nem 
toxicidade/teragenicidade em embriões de M. beryllina, com concentrações de 1% de 
efluente, que é aproximadamente a mesma concentração que ocorre durante a mistura da 
descarga de Ef nas águas receptoras após tratamento biológico numa lagoa arejada de 
estabilização. Kennedy et al.43 sugerem que o sistema Microtox® não é sensível o 
suficiente para avaliar com eficiência a remoção de toxicidade do efluente após o 
tratamento secundário de uma fábrica de pasta e papel kraft. 
Embora muitos dos compostos do Ef sejam muito recalcitrantes à degradação 
biológica, mais cedo ou mais tarde esses compostos orgânicos vão ser sujeitos a processos 
de mineralização e acabarão por ser assimilados pelos organismos vivos25,35,44,45. Vários 
componentes do efluente de uma fábrica de pasta de papel kraft branqueada, são 
reconhecidos como muito persistentes no ambiente, representando riscos para os 
organismos aquáticos e as suas concentrações poderão manter-se altas mesmo depois da 
suspensão da descarga (por exemplo, estima-se que o tempo de meia vida das resinas 
ácidas nos sedimentos seja de 30 anos) 38. 
A cor do efluente é um aspecto visual da poluição, incompatível com o aumento da 
conscencialização pública relativa ao ambiente e com as necessidades dos compromissos 
actuais entre a indústria e a sociedade25. Os compostos responsáveis pela cor dificultam a 
penetração da luz solar através da água, diminuindo consideravelmente a actividade 
fotossintética que suporta o ecossistema receptor25,35,46. Ishikawa et al.47 demonstrou o papel 
da contribuição do carbono orgânico dissolvido para a baixa transparência de lagos, as 
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medições de cor obtidas por espectrofotometria mostraram uma forte relação entre o 
carbono orgânico dissolvido e a cor, sugerindo a aplicação da medição da cor da água 
como um método viável para fazer estimativas de carbono dissolvido, salientando a 
respectiva importância para a contribuição da compreensão das dinâmicas sazonais do 
carbono orgânico dissolvido que podem regular tanto os factores bióticos como os 
abióticos nos sistemas aquáticos de uma determinada área.  
 
 
 
1.3.4 Tratamento dos efluentes de fábricas de pasta de papel kraft. 
 
Os compostos orgânicos constituintes dos efluentes das diferentes etapas do 
processo de fabrico de pasta e papel são os principais responsáveis por características 
como: odor desagradável, cor intensa devido à presença de compostos fenólicos (taninos, 
ligninas e compostos orgânicos de outra natureza), sólidos suspensos, toxicidade, altos 
valores de BOD e COD25,26,46.  
A remoção ou pelo menos atenuação desta característica é usualmente obtida por 
sistemas de tratamento de efluentes realizado tipicamente nas seguintes etapas: tratamento 
primário, tratamento secundário e, eventualmente, tratamento terciário4,25,26.  
No tratamento primário é onde se removem os sólidos suspensos e partículas 
coloidais sob a forma de lamas adensadas, constituídas por fibras, resíduos de fibras e 
partículas calcárias4,25,26.  
No tratamento secundário (normalmente biológico), é onde se remove o material 
dissolvido constituído por sais inorgânicos (sulfatos e cloretos), corantes, compostos de 
enxofre e compostos orgânicos derivados da degradação do material fibroso da 
madeira4,25,26. Nesta etapa promove-se a biodegradação dos compostos orgânicos presentes 
no efluente utilizando: a) tratamentos aeróbios que se baseiam na utilização da actividade 
microbiana para oxidar os compostos orgânicos presentes no efluente a CO2 e H2O (através 
de lamas activadas ou lagoas arejadas); b) tratamentos anaeróbios que se baseiam na 
actividade microbiana para a remoção desses compostos gerando CO2 e CH4 (através de 
filtros anaeróbios, leitos fluidizados ou lagoas anaeróbias). Os tratamentos de efluentes 
aquosos industriais baseados em processos biológicos de degradação são os mais utilizados 
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para a oxidação de compostos orgânicos devido a características como o baixo custo e 
possibilidade de tratar grandes volumes36. No entanto, estes métodos têm alguns 
inconvenientes, tais como: a) uma grande área é necessária para a sua implementação, 
principalmente para os métodos aeróbios; b) dificuldade no controlo da população de 
microrganismos, que requer um rigoroso acompanhamento das condições óptimas de pH, 
temperatura e nutrientes, para evitar que os microrganismos alterem o seu metabolismo, ou 
ainda, que transformem os compostos orgânicos já por si tóxicos em compostos ainda mais 
tóxicos; c) a necessidade de um tempo relativamente longo para que os efluentes atinjam 
os padrões exigidos48; d) alguns dos poluentes presentes nos efluentes de pasta de papel 
podem não ser biodegradáveis, já que os fungos ou bactérias não os conseguem incorporar 
nos seus processos metabólicos; baixas razões entre BOD/COD são indicadores de uma 
baixa taxa de biodegradação dos compostos orgânicos presentes na água46.  
Após o tratamento secundário, estes efluentes podem ainda ser processados numa 
etapa de tratamento terciário, consistindo num tratamento do Ef que visa a obtenção de 
características ambientalmente mais aceitáveis, como por exemplo, a remoção de cor. A 
lignina e respectivos derivados, provenientes da linha de produção de uma fábrica de pasta 
e papel, são compostos aromáticos insolúveis, quimicamente complexos, responsáveis pela 
cor de Ef e a sua remoção torna o tratamento difícil e económicamente dispendioso20,21,44. A 
cor da água resultante da poluição com compostos orgânicos diminui quando as ligações –
C=C– e –N=N– são quebradas e os anéis heterocíclicos e aromáticos são clivados. Como 
consequência disso, a absorção da luz pelas moléculas associada à cor muda da zona do 
visível para a zona ultravioleta ou infravermelho do espectro27. Até ao momento nenhuma 
tecnologia de remoção da cor foi identificada como a ideal relativamente ao custo/efeito e, 
nem todas as tecnologias podem ser aplicadas a todas as indústrias devido a interferências 
com os esquemas de produção, espaço disponível e incompatibilidade de processos25,35. 
Quando as tecnologias normalmente utilizadas para o tratamento terciário, como por 
exemplo, carvão activado, irradiação, ultrafiltração, processos de oxidação (ozonação, 
processos electroquímicos, processos fotoelectroquímicos entre outros), não são viáveis 
para a aplicação directa a efluentes de pasta e papel para tornar os efluentes 
ambientalmente mais aceitáveis, as alternativas poderão passar por modificações no 
processo de fabrico, de modo, a que menos compostos orgânicos sejam produzidos ou os 
licores negros possam ser reciclados internamente e eliminados no próprio processo de 
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fabrico25,35. É no contexto do tratamento terciário que se enquadram os objectivos deste 
trabalho. Neste estudo, testou-se a eficiência do tratamento do Ef com quatro espécies de 
fungos, bem como a eficiência de um sistema de oxidação químico, mais especificamente, 
o sistema foto-Fenton. 
 
 
 
1.3.4.1 Tratamento do efluente final com fungos 
 
Os fungos são organismos heterotróficos, multinucleados, com a sua estrutura 
basicamente constituída por filamentos chamados de hifas que no seu conjunto formam o 
micélio49. Neste trabalho foram efectuadas experiências de tratamento de Ef com quatro 
espécies de fungos: 3 basidiomicetes, noemeadamente o Phanaerochaete chrysosporium, o 
Trametes versicolor e Pleurotus sajor-caju brasil; e o Rhyzopus oryzae, um zigomicete. Os 
basidiomicetes são fungos que produzem esporos que se formam no basídio, órgão especial 
de reprodução destes fungos, e constituem a maior fracção da biomassa decompositora do 
manto florestal. Estima-se que aproximadamente uma tonelada de micélio em peso seco 
seja produzida anualmente por hectare numa floresta temperada típica46,50. Os zigomicetes 
(ou mais comumente o bolor do pão) caracterizam-se pela formação de esporos sexuais 
(zigósporos). No geral, apresentam um micélio vegetativo asseptado e também pode 
ocorrer reprodução assexuada nestes fungos pela formação de esporangiósporos no 
meroesporângio. Os esporos sexuais maduros podem ser libertados em ambientes húmidos 
ou secos e a sua dispersão deve-se principalmente ao vento, gotas de água e pequenos 
animais50,51. 
Os fungos necessitam de nutrientes para o seu crescimento e para a descoloração de 
efluentes. Crescem geralmente com glucose ou celulose como fonte de carbono e NH4+ 
como fonte de azoto49. Os fungos incorporam partículas de celulose na matriz do micélio e 
este material extracelular encontra-se disponível como uma reserva para longo tempo. 
Quantas mais vezes a biomassa do micélio puder ser utilizada sem adição de nutrientes, 
mais económico será o processo de descoloração49,52,53. Van Driessel and Christopher45 
referem num estudo sobre mecanismos de biorremediação, que além da actividade 
catalítica resultante em degradação de compostos orgânicos, os fungos são 
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bioacumuladores de matéria orgânica e adsorvem-na na sua biomassa, podendo os 
fenómenos de adsorção de matéria orgânica estar associados aos seguintes processos 
fisiológicos: a) ligação de compostos às paredes celulares de modo a limitar 
constrangimentos devido dependência da biomassa relativamente a esses compostos; b) 
ligação dos compostos orgânicos aos locais de ligação devido a sofrerem modificações 
químicas na proximidade dessas estruturas celulares; c) indução de enzimas hidrolíticas 
pela ligação de compostos iniciadores específicos. As enzimas são utilizadas na indústria 
de pasta de papel com diversas finalidades, tais como: pré-branqueamento, aumento da 
fibrilhação da pasta, aumento da retenção de água, redução do tempo de “amassar” das 
pastas virgens, remoção de depósitos orgânicos na pasta e equipamentos, remoção de 
lamas na máquina de papel, remoção de fragmentos de fibras e no tratamento dos 
efluentes54. Na Figura 1.14 está representado de forma esquemática o funcionamento do 
complexo enzimático responsável pela degradação da celulose por fungos.  
 
Figura 1.14 – Esquema representativo do funcionamento do complexo multienzimático da 
degradação da celulose pelos fungos11. 
 
A degradação da celulose é causada pelo complexo multienzimático de várias endo-
1,4-β-glucanases, exo-β-glucanases e 1,4-β-glucosidades. As endo-1,4-β-glucanases 
quebram aleatoriamente a celulose, sendo as cadeias resultantes posteriormente 
hidrolizadas pelas exo-β-glucanases para darem origem à celobiose. A celobiose é 
posteriormente clivada pelas 1,4-β-glucosidases e formam-se duas unidades de glucose11. 
Alternativamente, outras enzimas como as celobiose desidrogenases (celobiose oxidases, 
celobiose-quinona oxiredutases) podem oxidar a celobiose, usando quinonas e radicais 
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fenoxi e Fe(III) como aceitadores de electrões. Wingate et al.44 sugerem que a celobiose 
desidrogenase tem uma grande capacidade, só por si, de remover a cor de efluentes de 
fábricas de pasta de papel kraft além de desempenhar um papel importante na ligação entre 
a degradação celulósica e a degradação lignolítica nestes fungos. Estes autores44 isolaram a 
celobiose desidrogenase de dois fungos white-rot, o P. chrysosporium e Humicola insolens 
e, observaram que a enzima isolada do P. chrysosporium preferiu condições ácidas, 
enquanto que a que foi isolada do H. insolens preferiu condições alcalinas. Mostraram 
ainda que compostos de todas as fracções moleculares foram oxidados, bem como a 
fracção de maior peso molecular (> 300 kDa). Os resultados obtidos neste trabalho são 
interessantes, pois em etapas como o branqueamento e a polpação encontram-se condições 
alcalinas e ácidas, além de que a maior parte dos actuais processos de tratamento biológico 
de efluentes de pasta de papel têm pouco efeito nos compostos recalcitrantes de elevado 
peso molecular44. Adicionalmente, as quinonas que se encontravam ligadas à lignina, 
formadas durante o branqueamento e que atribuem uma cor forte ao Ef, foram o “alvo” 
preferencial destas enzimas e apontam a celobiose produzida por fungos diferentes como 
uma alternativa viável para o melhoramento de processos, ou constituírem uma etapa de 
tratamento terciário dos efluentes17,44. 
A degradação da hemicelulose representada na Figura 1.15 é processada por um 
sistema multienzimático de hidrolases, parecido com o da degradação da celulose11. 
 
 
Figura 1.15 – Esquema representativo do funcionamento do complexo multienzimático da 
degradação da hemicelulose11. 
 
 
 Na madeira, a hemicelulose (especialmente o xilano) está associada à lignina. A 
hemicelulose é primeiro clivada pelas endo-enzimas (xilanase e manase) e as cadeias mais 
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pequenas resultantes são posteriormente hidrolisadas a açúcares simples pelas glicosidases 
(manosidases, xilosidases e glucosidases)11. 
Um grupo mais restrito de fungos filamentosos, os white rot fungi (termo de origem 
anglo-saxónica que significa podridão branca), conseguem também degradar a lignina52. A 
degradação da celulose e hemicelulose nestes fungos, ocorre durante o metabolismo 
primário, enquanto que a degradação da lignina ocorre durante o metabolismo secundário 
sem haver ganho de energia11,55. Estes fungos têm a capacidade de degradar eficientemente 
a lignina, de modo a terem acesso aos polímeros de celulose e hemicelulose da parede 
celular das plantas, com a conversão do carbono orgânico a CO2 e redução do oxigénio 
molecular, para usarem como fonte de carbono e energia49. As enzimas dos fungos white-
rot que catalizam a despolimerização inicial da lignina são extracelulares e menos 
específicas que as que são secretadas para o meio intracelular. A natureza não específica e 
o extraordinário potencial de oxidação destas enzimas chamou à atenção para algumas 
aplicações industriais como a digestão/polpação do papel, branqueamento de fibras e na 
remediação dos poluentes orgânicos presentes nos Ef de fábricas de past e papel kraft11,54. 
Uma grande variedade de oxidases e peroxidases são responsáveis por gerarem 
radicais livres altamente reactivos que despoletam uma série de reacções espontâneas de 
clivagem. É sabido que apesar das ligninas peroxidades e as lacases desempenharem um 
papel importante na degradação da lignina in vivo e in vitro, as reacções de oxidação 
catalizadas por estas enzimas resultam numa posterior polimerização da lignina, o que 
indica que, uma única enzima não é capaz de processar o sistema biológico completo54. 
Devido à complexidade e heterogeneidade dos polímeros da lignina, em estudos de 
degradação/modificação por enzimas utilizam-se compostos padrão, de modo, a facilitar a 
detecção da presença da enzima e a caracterização dos produtos de reacção, por exemplo, 
para activar o sistema ligninolítico na ausência da lignina, o P. chrysosporium sintetiza 
álcool veratrílico que constitui o padrão substituinte da lignina49.  
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1.3.4.1.1 Enzimas envolvidas na degradação da lignina (Lignina peroxidase, 
Manganês peroxidase e Lacase) 
 
Neste estudo dá-se mais ênfase à acção da lignina peroxidase, manganês peroxidase 
e da lacase, por serem referidas em estudos anteriores e por desempenharem um papel 
importante no metabolismo da lignina pelos fungos white-rot51-55.  
As ligninas peroxidases (Li-P) são glicoproteínas com pesos moleculares estimados 
entre 38 a 46 kDa49. Os intermediários enzimáticos no ciclo catalítico da lignina peroxidase 
são análogos aos de outras peroxidases. A interacção da lignina peroxidase com o seu 
substrato é por um mecanismo de ping-pong. Por exemplo, o H2O2 oxida o ferro da enzima 
em dois electrões para originar o composto A (Eq. 1.1). 
Peroxidase nativa (férrica) + H2O2 → Composto A + H2O            (Eq. 1.1) 
O composto A oxida substratos aromáticos em um electrão para dar origem ao composto B 
(Eq. 1.2, um intermediário oxidado em um electrão), que volta a oxidar substratos 
aromáticos regressando ao estado nativo da enzima49: 
Composto A + S → Composto B + S+                              (Eq. 1.2) 
Composto B + S → Peroxidase nativa (férrica) + S+                    (Eq. 1.3) 
Apesar das reacções catalizadas pela Li-P serem muitas e complexas, o início da reacção é 
simples: a Li-P oxida os substratos aromáticos em 1 electrão (Eq. 1.2), o radical arilo 
catiónico resultante degrada-se espontaneamente em várias reacções dependentes da 
estrutura do substrato e na presença de reagentes49. 
A manganês peroxidase (Mn-P) foi descoberta pela primeira vez em 1984 no 
Phanaerochaete chrysosporium, e subsequentemente foi encontrada em muitos outros 
estudos com fungos capazes de degradar a lignina52. A sua presença é geralmente detectada 
colorimétricamente usando fenóis que são também substratos para a enzima e já estão 
oxidados pelo Mn(III)49. A principal função da Mn-P é oxidar o Mn(II) a Mn(III), usando o 
H2O2 como oxidante. O potencial redox e a estabilidade do complexo Mn(III) é 
determinado pelo tipo e concentração do ácido orgânico quelante presente.  Nos white-rot, 
o oxalato está frequentemente presente e pode ser um importante quelante fisiológico, 
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apesar de haver outros ácidos presentes capazes de o fazer49,52. Os intermediários 
enzimáticos da Mn-P são também análogos a outras peroxidases. A Mn-P nativa é oxidada 
pelo H2O2 para o composto A que pode ser reduzido pelo Mn(II) e fenóis para gerar o 
composto B. O composto B é então reduzido de modo a voltar ao estado inicial pelo 
Mn(II), mas não os fenóis. Assim sendo, o Mn(II)  é necessário para completar o ciclo 
catalítico e estudos cinéticos mostram que a sua presença em excesso pode provocar 
saturação49.  
 A lacase fúngica (Lac) é uma enzima excretada para o meio pelo micélio dos 
basidiomicetes, ascomicetes, deuteromicetes e alguns zigomicetes. É uma oxidase 
multicobre (benzenediol: oxigénio oxiredutase; tem na sua estrutura 4 átomos de cobre 
todos no estado de oxidação 2+ no local activo) que cataliza a oxidação dos fenóis, aminas 
aromáticas, e outros substratos ricos em electrões, com a redução do O2 a H2O, requerendo 
a presença do oxigénio como co-substracto53,54,56. Na lignina, apenas as subunidades 
fenólicas são atacadas pela Lac, fornecendo radicais de oxigénio central que podem 
subsequentemente polimerizar ou despolimerizar. A lacase oxida as unidades fenólicas da 
lignina a radicais oxifenólicos levando à clivagem das ligações arilo-Cα. A Lac também 
pode oxidar substratos não fenólicos na presença de alguns substratos auxiliares, como é o 
exemplo do 2,2’-azino-bis-3-etiltiazolina-6-sulfonato (ABTS)49,52. Archibald et al.52 
sugerem que como as oxidações não precedem a via dos radicais catiónicos intermediários, 
como no caso da Li-P, a significância da Lac no processo da degradação da lignina ainda 
está por esclarecer. No entanto, sabe-se que esta enzima e o ABTS podem efectivamente 
deslignificar a pasta kraft, sendo a reacção de deslignificação precedida de desmetilação da 
maior parte dos grupos metoxilfenólicos da lignina. Davis et al.57 sugerem que a 
imobilização da Lac aumenta a eficiência da remoção da cor dos efluentes de pasta de 
papel.  
 
 
 
1.3.4.2 Tratamento do efluente final com o sistema foto-Fenton 
 
A aplicação dos processos de oxidação tem um grande potencial no tratamento do 
efluente final da indústria de pasta e papel (Ef). De um modo geral, são baseados na 
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formação de espécies muito reactivas, como o radical hidroxilo (OH.) que oxidam um 
grande número de compostos orgânicos rapidamente e de um modo não selectivo. A 
utilização de agentes oxidantes fortes como o ozono (O3), peróxido de hidrogénio (H2O2), 
ultrasons, irradiação ultravioleta (UV-Vis) ou reagente de Fenton aceleram a produção dos 
radicais hidroxilo. Estes agentes podem ser aplicados isolamente ou então combinando-os 
de modo a se atingir o máximo de remoção dos compostos orgânicos presentes nos 
efluentes industriais60. 
O reagente de Fenton é o nome dado ao FeSO4.7H2O, em homenagem a Henry J. 
Fenton que relatou em 1894 que este reagente tem a capacidade de activar o H2O2 para 
oxidar ácido tartárico. O sistema foto-Fenton consiste na combinação do reagente de 
Fenton, H2O2 e radiação UV-Vis para oxidar a matéria orgânica num processo de quatro 
etapas: ajuste de pH, reacção de oxidação, neutralização e coagulação. A oxidação depende 
da razão entre o H2O2 e a concentração dos compostos orgânicos, enquanto que a taxa de 
oxidação é determinada pela concentração inicial de ferro e temperatura60. Devido à 
complexidade do mecanismo do sistema foto-Fenton não existe ainda um consenso geral 
no que diz respeito à totalidade das reacções envolvidas mas, no entanto, a formação dos 
radicais OH
.
 a partir da degradação catalítica do H2O2 pelo Fe(II), potenciada pela radiação 
UV-Vis em meio ácido parece ser um facto geralmente aceite60:  
 
Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH
.
 + OH
-
                              (Eq. 1.4)
 
Fe3+ + H2O2 ↔ Fe(OOH)2+ + H+ ↔ Fe2+ + HO2. + H+           (Eq. 1.5) 
 
O elevado potencial de oxidação dos radicais hidroxilo (2,80V) é responsável pela 
da oxidação dos compostos orgânicos presentes nos efluentes aquosos60. 
Embora o OH
.
 possa ser consumido pela reacção com Fe2+ ou com H2O2 60: 
 
OH
.
 + Fe2+ → OH
-
 + Fe3+                                     (Eq. 1.6) 
OH
.
 + H2O2 → HO2
.
 + H2O                                   (Eq. 1.7) 
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Outra maneira de o OH
.
 ser consumido é reagir com compostos orgânicos, iniciando 
reacções em cadeia, removendo hidrogénio das ligações C–H, N–H ou O–H, ou 
adicionando hidrogénio às ligações duplas C=C e anéis aromáticos 60,61: 
 
OH
.
 + RH → H2O + R
.
                                         (Eq. 1.8) 
R
.
 + O2 → ROO
.
 → produtos de degradação                       (Eq. 1.9) 
(RH= substracto orgânico) 
 Os iões ferrosos podem ser produzidos segundo as equações a seguir descritas60: 
HO2
.
 + Fe2+ → HO2
-
 + Fe3+                                 (Eq. 1.10) 
HO2
.
 + Fe3+ → O2 + Fe2+ + H+                                (Eq. 1.11) 
 
As vantagens do reagente Fenton sobre outros métodos de tratamento oxidativos 
são muitas: elevada eficiência, simplicidade da degradação dos compostos orgânicos, não 
deixa resíduos, pode tratar uma grande variedade de substâncias e não necessita de 
equipamento especial60. Anjaneyulu et al.35 mostraram que estes métodos são eficazes no 
tratamento de compostos poluentes de carácter recalcitrante e de efluentes com um amplo 
espectro de poluentes químicos, podendo servir de base a uma tecnologia promissora, 
embora a aplicação prática exija ainda muito estudo. Catalkaya and Fargi62 compararam a 
eficácia de vários processos de oxidação (H2O2, H2O2/Fe(II), UV, UV/H2O2, 
UV/H2O2/Fe(II), UV/H2O2/Fe(II), O3, O3/H2O2) no tratamento de efluente de pasta e papel 
e mostraram que o mais efectivo entre os processos oxidativos testados na remoção de cor, 
carbono orgânico total e compostos halogenados foi a associação do reagente de Fenton 
com a radiação UV-Vis (sistema foto-Fenton). Tanto o reagente de Fenton como o sistema 
foto-Fenton mostraram ser tratamentos eficazes, no entanto, este último requereu tempos 
menores de reacção quando comparado com a aplicação do reagente de Fenton 
isoladamente. O mesmo estudo mostrou ainda que a radiação UV, o UV/H2O2 e o O3, 
foram pouco eficazes no tratamento destes efluentes62. 
 O pH, a concentração de reagente de Fenton e a concentração de H2O2, são factores 
importantes para a eficiência do processo oxidativo do sistema foto-Fenton62. Catalkaya 
and Fargi62 efectuaram experiências de oxidação em “batch” com este reagente em 
condições ácidas (gama óptima de pH 3-5) e mostraram que valores mais altos ou mais 
baixos do que a gama óptima reflectiram uma oxidação insatisfatória dos compostos 
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orgânicos. Estes autores62 mostraram ainda que a oxidação dos compostos orgânicos no 
sistema foto-Fenton é mais efectiva a concentrações de Fe(II) de 2,5 mM, diminuindo com 
o aumento da concentração deste elemento; a concentrações maiores que 10 mM, os 
radicais hidroxilo inicialmente presentes foram originados pela decomposição do H2O2, 
afectando negativamente a redução do carbono orgânico total (TOC). Relativamente ao 
H2O2, a maior percentagem de remoção de cor e TOC foi obtida a concentrações de 50 
mM deste reagente62. O trabalho destes autores62, também mostra que uma concentração de 
100 mM ou um ratio molar de H2O2/Fe2+ superior a 40, o H2O2 passa a ter um efeito 
negativo no tratamento UV-Vis, devido às altas taxas de produção de radicais livres. A 
reacção do reagente de Fenton é muito efectiva a gerar radicais OH
.
 mas, o excesso de 
Fe2+, H2O2, a presença de radicais hidroperoxil ou halogéneos podem aprisionar os radicais 
OH
.
 essenciais à reacção. Por outro lado, podem acontecer outras reacções susceptíveis de 
afectar a taxa de degradação por este sistema, tais como a complexação do Fe3+ com os 
compostos orgânicos presentes no sistema, nomeadamente ácidos carboxílicos que levam à 
formação de compostos de ferro muito estáveis, sendo portanto, muito difíceis de oxidar ou 
mineralizar35,63. Convém ainda salientar, que a taxa de degradação pelo sistema foto-Fenton 
é mais efectiva quando iniciada com o Fe2+. No entanto, o Fe oxida-se rapidamente a Fe3+ 
na presença de excesso de H2O2, sendo recirculado e regressando ao estado de oxidação 
inicial mas a uma velocidade muito lenta, diminuído assim a presença de Fe2+ afectando 
deste modo a taxa de degradação, já que a reacção passa a ser iniciada pelo Fe3+ 35,63. 
 
 
 
1.4 Referências 
 
1. A História do Papel; CELPA Associação da Industria Papeleira, 2006. 
 
2. D. Press; Industry, Environmental Policy, and environmental outcomes; Annu. Rev. Environ. Resourc., 
32 (2007), 1.1-1.28. 
 
3. Boletim Estatístico 2006; CELPA Associação da Industria Papeleira, 2006. 
 
4. J. P. Casey; Pulp and Paper, Chemistry and Chemical Technology, J. Wiley & Sons Inc., Vol. I, U.S.A., 
1980. 
 
5. O Eucalipto; CELPA Associação da Industria Papeleira, 2006. 
 
6. C. Laine; Structures of hemiceluloses and pectins in wood and pulp, Doctor Degree Thesis, University of 
Technology, Finland, 2005. 
 
7. P. Bajpai; Biological Bleaching of chemical pulps, Crit. Rev. Biotecnol., 24 (2004), 1-58. 
___________________________________________________________Introdução geral 
 _________________________________________________________________________ 
39 
 
8. P. C. Pinto, D. V. Evtuguin and C. P. Neto; Effect of structural features of wood biopolymers on 
hardwood pulping and bleaching performance, Ind. Eng. Chem. Res., 44 (2005), 9777-9784. 
 
9. C. Chen, M. Baucher, J. H. Christensen and W. Boerjan; Biotechnology in trees: Towards improved 
paper pulping by lignin engineering, Kluwer Academic Publishers, 118 (2001), 185-195. 
 
10. J. Pérez, J. Muñoz-Dorado, T. Rubia and J. Martinez; Biodegradation and biological treatments of 
cellulose, hemicellulose and lignin: an overview, Int. Microbiol., 5 (2002), 53-63. 
 
11. C. Mai, U. Kües and H. Militz; Biotechnology in the wood industry – mini review, Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 63 (2004), 477-494. 
 
12. A. T. Martínez, M. Speranza, F. J. Ruiz-Dueñas, P. Ferreira, S. Camarero, F. Guillén, M. J. Martínez, A. 
Gutierrez and J. C. del Rio; Biodegradation of Lignocellulosics: Microbial, Chemical, and Enzymatic 
aspects of the fungal attack of Lignin, Int. Microbiol., 8 (2005), 195-204. 
 
13. D. Ibarra, J. C. Río, A. Gutiérrez, I. M. Rodríguez, J. Romero, M. J. Martínez and A. T. Martínez; 
Chemical characterization of residual lignins from eucalypt paper pulps, J. Anal. Appl. Pyrolysis, 74 
(2005), 116-122. 
 
14. P. C. Pinto, D. V. Evtuguin, C. P. Neto, A. J. D. Silvestre, F. M. L. Amado; Behavior of Eucalyptus 
globulus lignin during kraft pulping. II Analysis by NMR, ESI/MS, and GPC, J. Wood Chem. Technol., 
22 (2002), 109-125. 
 
15. J. C. Río, A. Gutiérrez, F. J. González-Vila, F. Martín and J. Romero; Characterization of organic 
deposits produced in the kraft pulping of Eucalyptus globulus wood, J. Chromatogr. A, 823 (1998), 457-
465. 
 
16. Pasta de Celulose e Papel, Como se Fazem; CELPA Associação da Industria Papeleira, 2006. 
 
17. J. P. Casey; Pulp and Paper, Chemistry and Chemical Technology, John Wiley & Sons Inc., Third 
Edition, Vol. III, U.S.A., 1980. 
 
18. C. P. Neto, D. V. Evtuguin, F. P. Furtado and A. P. M. Sousa; Effect of pulping conditions on the ECF 
bleachability os Eucalyptus globulus kraft pulps, In. Eng. Chem. Res., 41 (2002), 6200-6206. 
 
19. K. Lundquist, T. K. Kirk and W. J. Connors; Fungal degradation and lignin sulfonates prepared from 
synthetic 14C-lignins, Arch. Microbiol., 112 (1977), 291-296. 
 
20. R. Yañéz,  J. L. Alonso and J. C. Parajó; Totally chlorine free bleaching of organosolv pulps, J. Wood 
Chem. Technol., 23 (2003), 161-178. 
 
21. C. S. R. Freire, J. D. A. Silvestre, C. P. Neto and D. V. Evtuguin; Effect of oxygen, ozone and hydrogen 
peroxide bleaching stages on the contentes and composition of extractives of Eucalytus globulus kraft 
pulps, Bioresource Technol., 97 (2006), 420-428. 
 
22. A. Lemmetti, K. Leiviska and R. Sutinen; Kappa number prediction based on cooking liquor 
measurements, University of Oulu, Report A, Nº5, 1998. 
 
23. M. M. Costa and L. L. Colodette, The Impact of Kappa number composition on Eucalyptus kraft pulp 
bleachability, BJChE, 24 (2007), 61-71. 
 
24. Zhi-Hau Jiang, B. van Licrop and Richard Berry, Hexenurónica acid groups in pulping and bleaching, 
35th Annual Pulp and Paper Congress and Exhibition, October 14-17, São Paulo, 2002. 
 
25. D. Pokhrel and T. Viraraghavan; Treatment of pulp and paper mill wastewater – a review, Sci. Total 
Environ., 333 (2004), 37-58. 
 
26. M. L. Hewitt, J. L. Parrott and M. E. McMaster; A decade of research of the environmental impacts of 
pulp and paper mill effluents in Canada: sources and characteristics of bioactive substances, J. Toxicol. 
Environ. Health, Part B, 9 (2006), 341-356. 
 
27. S. M. Ghoreishi and M. R. Haghighi; Chromophores removal in pulp and paper effluent via 
hydrogenation-biological batch reactors, Chem. Eng. J., 127 (2007), 59-70. 
 
28. K. Niemelä; The formation of hydroxy monocarboxylic acids and dicarboxylic acids by alkaline 
thermochemical degradation of cellulose, J. Chem. Technol. Biotechnol., 48 (1989), 17-28. 
 
___________________________________________________________Introdução geral 
 _________________________________________________________________________ 
40 
29. J. C. Río, A. Gutiérrez, M. J. Martínez and A. T. Martínez; Py-GC/MS study of Eucalyptus globulus 
wood treated with different fungi, J. Anal. Appl. Pyrolysis, 58-59 (2001), 441-452. 
 
30. J. C. Río, A. Gutiérrez, J. Romero, M. J. Martínez and A. T. Martínez; Identification of residual lignin 
markers in eucalypt kraft pulps by Py-GC/MS, J. Anal. Appl. Pyrolysis, 58-59 (2001), 425-439. 
 
31. J. Hyötyläinen, J. Knnutinen and E. Vilén; Characterization of high molecular mass fractions of 
receiving waters and sediments of a pulp mill by CuO-Oxidation and HPLC, Chemosphere, 30 (1995), 
891-906. 
 
32. L. E. La Fleur; Environmental Fate and Effects of Pulp and paper mill effluents, Sources of Pulping and 
Bleaching Derived Chemicals in Effluents, St. Lucie Press, USA, 1996. 
 
33. P. M. Fine, G. R. Cass and B. R. T. Simoneit; Chemical Characterization of Fine Particles Emissions 
from the Wood Stove Combustion of Prevalent United States Tree Species, Env. Eng. Sci., 21 (2004), 
705-721. 
 
34. F. O. Silvério, L. C. A. Barbosa, C. R. A. Mattha, A. J. D. Silvestre, D. Pilo-Veloso and J. L. Gomilde; 
Characterization of Lipophilic Wood Extractives from Clones of Eucalyptus urogandis Cultivate in 
Brazil, BioResources, 2 (2007), 157-168. 
 
35. Y. Anjaneyulu, N. S. Chary and D. S. S. Raj; Decolourization of industrial effluents – available methods 
and emerging Technologies – a review, Rev. Environ.  Sci. Bio/Technol., 4 (2005), 245-273. 
 
36. R. Bertazolli and R. Pelegrini; Descoloração e degradação de poluentes orgânicos em soluções aquosas 
através do processo fotoeletroquímico, Quim. Nova, 25 (2002), 477-482. 
 
37. F. S. Rojas and C. B. Ojeda, Effluent analysis in analytical chemistry: an overview, Anal. Bioanal. 
Chem., 382 (2005), 978-991. 
 
38. M. A. Santos, M. Pacheco and I. Ahmad; Responses of European eel (Anguilla anguilla L.) circulating 
phagocytes to an in situ closed pulp mill effluent exposure and its associating with organ-specific 
peroxidative damage, Chemosphere, 63 (2006), 794-801. 
 
39. D. L. MacLatchy and G. J. Van der Kraak; The Phytoestrogen β-Sitosterol Aters the Reproductive 
Endocrine Status of Goldfish, Toxicol. Appl. Pharmacol., 134 (1995), 305-312. 
 
40. R. Galvani-Sobreira, T. Heid-Furley, J. I. Effigen and A. C. de Oliveira-Filho; Avaliação 
Ecotoxicológica do Ácido Hxadecanoico e do β-Sitosterol para Daphnia similis Claus 1876 (Cladocera, 
Crustácea), J. Bra. Soc. Ecotoxicol., 1 (2006), 167-170. 
 
41. S. Markris and S. Nanerjee; Fate of Resin Acids in Pulp Mill Secondary Treatment Systems, IPST 
Technical Paper Series Number 887, Institute of paper and Science and Technology, USA, 2000. 
 
42. D. P. Minddaugh, N. Beckam, J. W. Fournie and T. L. Deardorff; Evaluation of Bleached Kraft Mill 
Process Water Using Microtox®, Ceriodaphnia dubia, and Menidia beryllina Toxicity Tests, Arch. 
Environ. Contam. Toxicol., 32 (1997), 367-375. 
 
43. K. J. Kennedy, B. Graham, R. L. Droste, L. Fernandes and R. Narbaitz; MicrotoxTM and Ceriodaphnia 
dúbia Toxicity of BKME with Powdered Activated Carbon TreatmentTM, Water SA, 26 (2000), 205-216. 
 
44. K. G. Wingate, T. Stuthridge and S. D. Mansfield; Colour remediation of pulp mill effluent using 
purified fungal cellobiose dehydrogenase: reaction optimisation and mechanism of degradation, 
Biotechnol. Bioeng., 90 (2005), 95-106. 
 
45. B. Van Driessel and L. Christopher; Mechanisms prevalent during bioremediation of wastewaters from 
the pulp and paper industry, Crit. Rev. Biotecnol., 24 (2004), 85-95. 
 
46. E. de Jong and J. A. Field; Sulfur tuft and turkey tail: biosynthesis and biodegradation of organohalogens 
by Basidiomycetes, Annu. Rev. Microbiol., 51 (1997), 375-414. 
 
47. T. Ishikawa, Trisliana, Yurenfrie, Ardianor and S. Gumiri; Dissolved organic carbon concentration of a 
natural water body and its relationship to water color in Central Kalimantan, Indonesia, Limnology, 7 
(2006), 143-146. 
 
48. R. S. Freire, R. Pelegrini, L. T. Kubota and N. Durán; Novas tendências para o tratamento de resíduos 
industriais contendo espécies organocloradas – Revisão, Quim. Nova, 23 (2000), 504-511. 
 
___________________________________________________________Introdução geral 
 _________________________________________________________________________ 
41 
49. D. Cullen and P. J. Kersten; Enzymology and molecular biology degradation, (Eds), Biochemistry and 
molecular biology, 2nd edition, Berlin-Heidelberg, Springer-Verlag, 13 (2004), 249-273. 
 
50. Barnes; The Diversity of Living Organisms; Blackwell Science Ltd, England, 1998. 
 
51. Y. Zheng and D. G. Allen; Biological dechlorination of model organochlorine compounds in bleached 
kraft mill effluents, Environ. Sci. Technol., 30 (1996), 1890-1895. 
 
52. F. S. Archibald, R. Bourbonnais, L. Jurasek, M. G. Paice and I. D. Reid, Kraft pulp bleaching and 
delignification by Trametes versicolor, J. Biotechnol., 53 (1997), 215-236. 
 
53.  A. J. Leonowicz, N. Cho, J. Luterek, A. Wilkolazka, M. Wojtas-Wasileniska, A. Matuszewska, M. 
Hofrichter, D. Wesenger and J. Rogalsky; Fungal laccase: properties and activity on lignin – Review, J. 
Basic Microbiol., 41 (2001), 185-227. 
 
54. P. Bajpai; Application of enzymes in the pulp and paper industry, Biotechnol. Prog., 15 (1999), 147-157. 
 
55. P. Keyser and K. Kirk, J. G. Zeikus; Ligninolytic enzyme system of Phanaerochaete chrysosporium: 
synthetized in the absence of lignin in response to nitrogen starvation, J. Bacteriol., 135 (1978), 790-797. 
 
56. R. Nagarathamma and P. Bajpai; Decolourization and detoxification of extraction-stage effluent from 
chlorine bleaching of Kraft pulp by Rhizopus oryzae, Appl. Environ. Microbiol., 65 (1999), 1078–1082. 
 
57. S. Davis and R. G.  Burn; Decolorization of phenolic effluents by soluble and immobilized phenol 
oxidases, Appl. Microbiol. Biotechnol., 32 (1990), 721-726. 
 
58. R. L. Crawford, L. E. Robinson and R. D. Foster; Polyguaiacol: a useful model polymer for lignin 
biodegradation research, Appl. Environ. Microbiol., 45 (1981), 1112-1116. 
 
59. M. T. Moreira, G. Feijoo, C. Palma and J. M. Lema; Continuous production of manganese peroxidase by 
Phanaerochaete chrysosporium immobilized on polyurethane foam in a pulsed packed-bed bioreactor, 
Biotechnol. Bioeng., 56 (1997), 130-137. 
 
60. C. T. Benatti, C. R. G. Tavares and A. G. Guedes; Optimization of Fenton’s oxidation of chemical 
laboratory wastewaters using response surface methodology, J. Environ. Mana., 80 (2006), 66-74. 
 
61. J. J. Pignatello, E. Oliveros and A. Mackay; Advanced Oxidation Processes for Organic Contaminants 
Destruction Based on the Fenton Reaction and Related Chemistry, Crit. Rev. Environ. Sci. Technol., 36 
(2006), 1-84. 
 
62. E. C. Catalkaya and F. Kargi; Colour TOC and AOX removals from pulp mill effluent by advanced 
oxidation processes: A comparative study, J. Haz. Mater. B, 139 (2007), 244-253. 
 
63. M. I. Litter; Introduction to Photochemical Advanced Processes for Water Treatment, Hdb Environ. 
Chem. (Part M), 2 (2005), 325-366. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
___________________________________________________________Introdução geral 
 _________________________________________________________________________ 
42 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Capítulo 2 – Caracterização química do efluente 
final (Ef) de uma fábrica de pasta e 
papel kraft após tratamento 
secundário 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_______________________________________________Caracterização do efluente final 
 _________________________________________________________________________ 
44 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_______________________________________________Caracterização do efluente final 
 _________________________________________________________________________ 
45 
2.1 Introdução 
 
 O efluente final (Ef) recolhido de uma fábrica de pasta e papel kraft foi 
caracterizado químicamente por: a) identificação e quantificação de compostos orgânicos 
efectuada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS); b) 
determinação da carência química de oxigénio (COD) através do método padrão ASTM D 
1252-88 (1994)1; c) registo de absorvâncias a vários comprimentos de onda por 
espectroscopia UV-Vis. A avaliação da toxicidade do Ef foi realizada através do protocolo 
Básico de Teste Microbics Corporation (1992)2. 
  
 
 
2.2 Material e métodos 
 
2.2.1 Amostragem 
 
A recolha do Ef foi efectuada em Maio de 2007 numa fábrica de pasta e papel kraft 
ECF após o tratamento secundário, que usa como matéria-prima madeira de E. globulus 
(75%) e P. pinaster (25%). Durante a recolha do Ef registou-se o valor de pH 7, sendo de 
seguida acidificado com ácido nítrico (HNO3 - Panreac Espanha) a um pH inferior a 2 e 
conservado a 4 ºC para posterior análise. 
 
 
 
2.2.2 Análise de espectroscopia ultravioleta-visível (UV-Vis) 
 
 Relativamente à análise espectrofotométrica UV-Vis, retiraram-se alíquotas de Ef 
com um volume de aproximadamente 5 mL que foram de seguida filtradas com filtros de 
microfibras de vidro de 47 mm ø (Wathman) num funil de Buchner acoplado a um kitasato 
sob vácuo produzido com uma trompa de água. Retiraram-se 3 mL do filtrado directamente 
para células de quartzo de 10 mm da Hellma 100-QS, sendo os espectros obtidos num 
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espectrómetro UV-Vis modelo Cintra 10e, numa gama de comprimento de onda de 250 a 
500 nm. 
 
 
 
2.2.3 Avaliação da Carência Química de Oxigénio (COD) 
 
A avaliação de COD das amostras de Ef foi efectuada através de um método 
colorimétrico (método padrão ASTM D 1252-88, 1994)1 em tubos de COD da da Riedel-de 
Häen numa das seguintes três gamas: gama baixa (0-150 mg/L), gama média (0-1500 
mg/L) e gama alta (0-15000 mg/L), inseridos num reactor de digestão Aqualytic AL32 
COD e as leituras foram efectuadas num Aqualytic PC Compact.  
 
 
 
2.2.4 Identificação e quantificação de compostos orgânicos 
 
2.2.4.1 Extracção em fase sólida (SPE) e derivatização 
 
No que se refere à extracção de compostos orgânicos das amostras a analisar foram 
testadas diferentes técnicas, nomeadamente extracção líquido-líquido e extracção em fase 
sólida (SPE) com diferentes combinações de solventes, tendo a selecção, quer da técnica, 
quer dos solventes, sido efectuada visando a identificação do maior número de compostos 
orgânicos possível. 
Foram retiradas alíquotas de aproximadamente 200 mL do Ef recolhido na fábrica 
de pasta e papel às quais se adicionou 5 mL de metanol. A extracção de compostos 
orgânicos nestas alíquotas foi efectuada por SPE com discos ENVI-18 DSK, 47 mm ø, 
acondicionados com 5 mL de diclorometano, 5 mL de metanol e 5 mL de água milli-Q. De 
seguida, o efluente foi colocado no recipiente da amostra do SPE e toda a amostra 
atravessou os discos ENVI-18. A eluição dos discos efectuou-se com 2x10 mL de acetato 
de etilo e 10 mL de éter dietílico. O extracto obtido foi transferido para balões de fundo 
redondo e evaporado num evaporador rotativo a uma temperatura inferior a 40 ºC, de modo 
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a minimizar possíveis alterações da matéria orgânica por altas temperturas. O extracto 
resultante foi posteriormente transferido para frascos de micro-reacção que foram tapados 
com papel de alumínio perfurado e mantidos à temperatura ambiente devidamente 
etiquetados até se atingir a secura. 
Depois de se obter o extracto das amostras de Ef procedeu-se à derivatização do 
seguinte modo: nos frascos de micro-reacção adicionou-se ao extracto seco 250 µL de 
piridina, 250 µL de bistrimetilsilitrifluoracetamida (BSTFA) e 50 µL de trimetilclorosilano 
(TMSCl). Taparam-se de imediato os frascos e colocaram-se de seguida num banho de 
areia a 70 ºC durante 30 minutos de modo a promover a sililação.  
 
 
 
2.2.4.2 Análise por cromatografia de gás acoplada a espectrometria de 
massa (GC-MS) 
 
Depois de derivatizadas, as amostras de Ef foram analisadas por GC-MS para 
identificação e quantificação dos compostos orgânicos presentes. As amostras foram 
injectadas num GC-MS modelo Shimadzu 5000 com uma coluna capilar SPB-5 (30m x 
0,32 mm; 0,25 µm de espessura de filme), usando hélio como gás de arraste (35 cm3/s), 
com o seguinte programa de temperaturas: temperatura inicial 80 oC (5 min), 4 oC/min, até 
285oC. As temperaturas do injector e do detector foram mantidas a 290oC. O GC-MS foi 
operado em modo de varrimento (SCAN) para a identificação dos compostos orgânicos e 
em modo de monitorização selectiva de iões (SIM) para a sua quantificação. A 
identificação dos compostos orgânicos foi efectuada numa primeira fase através das 
livrarias de espectros NIST 273 e 1474 e Wiley 2295 e numa segunda fase por comparação 
do espectro do composto em questão com o espectro do composto padrão também 
injectado com o mesmo programa de temperatura, obtendo-se espectros de massa e tempos 
de retenção coincidentes. Numa terceira fase, foi adicionado um padrão de um dos 
compostos à amostra antes da extracção tendo-se verificado que o pico que tinha sido 
identificado para esse composto aumentava. Procedeu-se de igual modo para todos os 
compostos identificados.  
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2.2.5 Avaliação da toxicidade 
 
Para a avaliação da toxicidade das amostras de Ef seguiu-se o protocolo de Teste 
Básico (Microbics Corporation, 1992)2 num Microtox® Model Analyser (Azur 
Environmental). Os resultados obtidos (diminuição da bioluminescência da bactéria V. 
fisheri) foram expressos em valores médios de EC50-5min (Effective Concentration, 50%), 
que correspondem à diluição da amostra que provoca uma redução de 50% da 
luminescência (efeito não letal) da bactéria após 5 minutos de exposição. A sensibilidade 
de cada bactéria liofilizada foi periodicamente verificada no laboratório utilizando sulfato 
de zinco (ZnSO4./H2O) como substância de referência.  
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2.3 Resultados e discussão 
 
Na Figura 2.1 é apresentado um espectro representativo de 4 réplicas, obtido na 
análise espetrofotométrica UV-Vis de Ef. 
 
 
Figura 2.1 – Espectro UV-Vis do efluente final, após o tratamento secundário. 
 
Os desvios padrão das absorvância das quatro réplicas foram calculados para os 
250, 275, 300, 325, 350, 400, 465 e 500 nm e são de: 0,685; 0,347; 0,977; 0,439; 0,201; 
0,04; 0,06; 0,05; respectivamente. 
Como se pode constatar pela observação do espectro, os compostos presentes no Ef 
apresentaram maiores valores de absorvância na zona do ultravioleta que decrescem 
uniformemente para maiores comprimentos de onda, observando-se a existência de bandas 
de absorção na região entre os 250 e os 350 nm. Estas bandas podem ser explicadas por 
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transições electrónicas npi* em grupos carbonilo, aldeído e cetona isolados ou em grupos 
de átomos de C=N, C=O e N=O (neste último grupo de átomos, o átomo de azoto tem de 
estar ainda envolvido numa ligação simples com outro átomo de oxigénio) nos 
hidrocarbonetos alifáticos. Além disso, os hidrocarbonetos aromáticos apresentam duas a 
três bandas de intensidade média entre os 200 e 400 nm, dependendo do número de anéis 
policíclicos6. Num estudo de espectros de fracções de ácidos fúlvicos e húmicos obtidas de 
um efluente de pasta e papel kraft, Duarte et al.7 referem que a absorvância diminui com o 
aumento do comprimento de onda, e relatam a observação de um “cotovelo” na região do 
espectro entre os 250-300 nm (~280 nm), mais notável ainda no espectro das fracções de 
baixo peso molecular que pode ser explicado pelas transições electrónicas pipi* em: arenos 
fenólicos, derivados de anilina, polienos e hidrocarbonetos poliaromáticos com 2 ou mais 
anéis. Outra explicação para a existência destas bandas neste espectro poderá ser a 
repolimerização das unidades monoméricas da lignina. Num estudo de biodegradação da 
lignina Crawford et al.8, referem que os compostos resultantes da repolimerização da 
lignina em polímeros aromáticos, nomeadamente o poliguaiacol, absorvem radiação aos 
280 nm. 
O COD é um parâmetro muito utilizado para estimar a quantidade de matéria 
orgânica oxidável presente em efluentes de fábricas de pasta e papel. O valor de COD das 
amostras do Ef deste estudo foi de 392 mg/L, obtido a partir das médias de 5 leituras de 2 
réplicas com um desvio padrão de 5 mg/L e encontra-se na gama de 290 mg/L a 400 mg/L 
determinada por Lacorte et al.9 e Catalkaya and Fargi19, respectivamente. 
A Figura 2.2 mostra o cromatograma obtido da análise CG-MS para os compostos 
orgânicos identificados.  
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Figura 2.2 – Cromatograma obtido para o efluente final após tratamento secundário. 
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A Tabela 2.1 apresenta os nomes triviais e da IUPAC dos 38 compostos orgânicos 
identificados no Ef, as respectivas concentrações, desvios padrões, limites de detecção e 
gamas lineares de cada composto. Os valores de concentração foram obtidos a partir da 
média das concentrações de oito réplicas e os limites de detecção para os 38 compostos 
foram calculados a partir de três vezes o desvio padrão residual11. 
 
Tabela 2.1 – Compostos identificados e quantificados no Ef. 
Nº Nome do composto 
(IUPAC) 
 
Nome trivial do 
composto 
Fórmula e 
Peso molecular 
(g/mol) 
Concentração 
(ng/L) 
Desvio 
padrão 
(+/
- 
ng/L) 
Limite de 
detecção 
(ng/L) 
Gama 
Linear 
(ng/L) 
        
1 Ácido 2-hidroxipropanóico Ácido láctico C3H6O3 (91) 33,1 1 0,004 0,01-0,13 
2 Ácido hidroxiacético Ácido glicólico C2H4O6 (76) 33,8 1 0,002 0,01-0,13 
3 Ácido 2-furanocarboxílico Ácido furoico C3H4O3 (112) 39,2 1 0,001 0,00-0,01 
4 Ácido etanodióico Ácido oxálico C2H2O4 (90) 39,7 1 0,002 0,00-0,01 
5 2-Metoxifenol Guaiacol C7H8O2 (124) 37,1 1 0,003 0,01-0,13 
6 Ácido 2-hidroxibutanóico Ácido butanoico C4H8O2 (88) 36,3 1 0,003 0,01-0,13 
7 Ácido 3-hidroxipropanóico Ácido láctico etileno C3H4O2 (72) 37,8 1 0,003 0,01-0,13 
8 Ácido propanodióico Ácido malónico C3H4O4 (104) 40,4 1 0,003 0,01-0,13 
9 2-Hidroxifenol Catecol C6H6O2 (110) 41,7 1 0,003 0,01-0,13 
10 Ácido butanodióico Ácido succínico C9H6O4 (118) 40,1 1 0,003 0,01-0,13 
11 2,6-Dimetoxifenol Siringol C8H10O3 (154) 40,4 1 0,003 0,01-0,13 
12 Ácido metilbutanodióico Ácido metil succínico C5H8O4 (132) 40,4 1 0,003 0,01-0,13 
13 Ácido hidroxibutanodióico Ácido málico C4H6O5 (134) 40,3 1 0,003 0,01-0,13 
14 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeído Vanilina C8H8O3 (152) 40,2 1 0,003 0,01-0,13 
15 5-Etil-3-metoxicatecol  C9H14O3 (170) 41,4 1 0,021 0,01-0,13 
16 Ácido hexanodióico Ácido adípico C6H10O4 (146) 40,8 1 0,003 0,01-0,13 
17 Ácido dodecanóico Ácido láurico C12H24O2 (200) 38,6 1 0,003 0,01-0,13 
18 Ácido octanodióico Ácido subérico C8H14O4 (174) 42,6 1 0,003 0,01-0,13 
19 1-Tetradecanol Álcool mirístil C14H30O (214) 36,3 1 0,003 0,01-0,13 
20 Benzeno-1,3,5-triol Floroglucinol C6H6O3 (126) 39,4 2 0,003 0,01-0,13 
21 Ácido 4-hidroxi-e-metoxibenzóico Ácido vanílico C8H8O4 (168) 34,6 1 0,003 0,01-0,13 
22 Ácido nonadecanóico Ácido azelaico C9H16O4 (188) 41,1 1 0,003 0,01-0,13 
23 Ácido tetradecanóico Ácido mirístico C14H28O2 (228) 36,5 1 0,003 0,01-0,13 
24 Ácido pentadecanóico Ácido pentadecílico C15H30O2 (242) 32,8 1 0,003 0,01-0,13 
25 1-Hexadecanol Álcool cetil C16H34O (194) 39,3 1 0,003 0,01-0,13 
26 Ácido 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzóico Ácido siríngico C9H10O5 (198) 36,4 1 0,003 0,01-0,13 
27 Ácido hexadecanóico Ácido palmítico C16H32O2 (256) 38,8 1 0,003 0,01-0,13 
28 Z-9-octadeceno-1-ol Octadecenol C18H36O (265) 36,3 1 0,003 0,01-0,13 
29 1-octadecanol Álcool octadecil C11H38O4 (271) 41,4 1 0,003 0,01-0,13 
30 Ácido 1,2,4-benzenotricarboxílico Decil octil ester (9ci) C9H5O6 (210) 41,7 1 0,003 0,01-0,13 
31 Ácido octadecanóico Ácido esteárico C18H36O2 (285) 39,2 2 0,003 0,01-0,13 
32 1-Docosanol Álcool benílico C22H46O (327) 39,9 2 0,003 0,01-0,13 
33 Ácido docosanóico Ácido beénico C22H44O2 (341) 37,7 2 0,003 0,01-0,13 
34 Ácido tricosanóico  C23H46O2 (355) 34,7 2 0,003 0,01-0,13 
35 Ácido tetracosanóico Ácido lignocérico C24H48O2 (369) 38,4 2 0,003 0,01-0,13 
36 1-Octacosanol Álcool oleilo C28H58O4 (410) 40,6 2 0,003 0,01-0,13 
37 24-Etilcoleste-5-en-3β-ol β-sitosterol C29H50O (415) 38,1 2 0,003 0,01-0,13 
38 24-Etil-5α(H)-colestano-3β-ol β-sitostanol C29H52O (416) 39,3 2 0,003 0,01-0,13 
 
 
Os compostos orgânicos identificados na análise de GC-MS foram detectados em 
pequenas concentrações no efluente (na ordem dos ng/L) numa gama linear de 0,01-0,13 
ng/L para todos os compostos excepto para o ácido furóico e oxálico (0,00-0,01 ng/L).  
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Durante a pesquisa bibliográfica efectuada não se tomou conhecimento de nenhum 
estudo de identificação e quantificação dos compostos orgânicos presentes nos efluentes 
finais de fábricas de pasta e papel kraft ECF, que usam como matéria-prima a madeira de 
E. globulus. No entanto, através de estudos anteriores12-16, onde se efectuou a caracterização 
química de: lignina residual, degradação da celulose, hemicelulose e extractáveis da 
madeira de E. globulus, é possível associar a presença de todos os compostos identificados, 
com a degradação ligninocelulósica e extractáveis da madeira de E. globulus. A análise de 
SPE-GC-MS efectuada neste estudo resultou na identificação de maioritáriamente ácidos 
carboxílicos, seguido de compostos fenólicos e extractáveis da madeira. Martinez et al.14 
num estudo de biodegradação ligninocelulósica, caracterizaram os compostos resultantes 
da degradação da madeira dura e referem os compostos fenólicos e os polissacarídeos 
derivados dos hidratos de carbono como os compostos maioritários.  
Neste estudo identificaram-se dez compostos fenólicos, tais como: um fenol 
[catecol (9)], quatro compostos que apresentam uma estrutura fenol-éster [guaiacol (5), 
siringol (11), 5-etil-3-metoxicatecol (15) e decil octil éster (30)], três ácidos aromáticos 
[siríngico (26), furóico (3) e vanílico (21)], um aldeído [vanilina (14)] e um álcool fenólico 
[floroglucinol (20)]. Ibarra et al.12 caracterizaram a lignina residual em pastas de papel de 
eucalipto e detectaram a presença de compostos fenólicos, nomeadamente, o catecol, o 
guaiacol, o siringol, o 3-metoxicatecol e a vanilina, também identificados neste estudo. Em 
dois estudos de Rio et al.,15,16 um de identificação de marcadores de lignina residual em 
pastas e outro de degradação com diferentes fungos ambos com madeira de E. globulus, 
identificaram e associaram a presença dos mesmos compostos fenólicos referidos no 
estudo anterior, com a degradação da lignina. Hyötyläinen et al.17 num estudo em águas 
receptoras e sedimentos de efluentes de uma fábrica de pasta e papel kraft detectaram a 
presença de compostos fenólicos como o ácido siríngico, o ácido vanílico e a vanilina 
também identificados neste estudo.  
Foram também identificados vinte ácidos carboxílicos, tais como: a) treze ácidos 
monocarboxílicos [láctico (1), glicólico (2), butanóico (6), láctico etileno (7), láurico (17), 
azelaico (22), mirístico (23), pentadecílico (24), palmítico (27), esteárico (31), linocérico 
(35), tricosanóico (34) e beénico (33)]; b) sete ácidos dicarboxílicos [oxálico (4), malónico 
(8), succínico (10), málico (13), adípico (16), subérico (18) e metil succínico (12)]. K. 
Niemlä,13 num estudo de degradação da celulose, identificou também uma grande 
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variedade de ácidos carboxílicos, incluindo ácidos hidroxi mono e dicarboxílicos e discutiu 
a respectiva formação.  
Neste estudo, identificaram-se também quatro álcoois gordos saturados [mirístil 
(19), cetil (25), oleilo (29), benílico (32)], dois álcoois gordos insaturados [octacosanol 
(36) e oleilo (28)] e dois esteróis [β-sitosterol (37) e β-sitostanol (38)], resultantes da 
degradação dos extractáveis da madeira de E. globulus. Rio et al.18, caracterizaram os 
depósitos orgânicos formados em vários locais de uma fábrica de pasta e papel kraft e 
identificaram ácidos gordos, triglicerídeos, esteróis (como o β-sitosterol e β-sitostanol 
também identificados neste estudo), além de estruturas orgânicas com as ligações 
hidrocarboneto-esterol, esterol-cetona e esterol-éster referindo-se a estes compostos como 
produtos resultantes da degradação dos extractáveis da madeira de E. globulus. 
Relativamente aos testes de toxicidade das amostras de Ef, não se verificou nenhum 
efeito adverso à bactéria (não se apresentaram valores de EC50), o que pode ser indicador 
de uma adequada remoção de toxicidade no tratamento secundário da fábrica onde o 
efluente foi recolhido. Minddaugh et al.19 efectuaram testes de toxicidade em efluentes de 
pasta e papel após tratamento biológico e também não detectaram nenhum efeito tóxico 
com vários testes (Microtox®, C. dubia7d e M. beryllina), sugerindo uma boa eficácia 
durante o tratamento do efluente da fábrica em estudo. No entanto, Kennedy et al20 
referem-se ao teste Microtox como não sendo suficientemente sensível para avaliar a 
toxicidade de efluentes de fábricas de pasta e papel kraft. 
 
 
 
2.4 Conclusões 
 
A análise do efluente final (Ef) por espectroscopia UV-Vis, evidenciou regiões de 
maior absorvância dos compostos presentes no Ef a comprimentos de onda (UV) menores, 
tendo-se identificado também algumas bandas de absorvância média na zona do espectro 
entre os 250 e os 350 nm. 
 O valor de COD obtido para as amostras de Ef, indicador da quantidade de matéria 
orgânica oxidável presente, foi de 392±5 mg/L. 
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 A análise de GC-MS permitiu a identificação e quantificação de 38 compostos 
orgânicos no Ef após o tratamento secundário, tais como: compostos fenólicos, ácidos 
carboxílicos, álcoois gordos saturados e insaturados e esteróis, resultantes da degradação 
da madeira de E. globulus. 
 Os testes Microtox® não indicaram nenhum efeito adverso na exposição da bactéria 
ao Ef e estes resultados poderão ser indicadores de uma adequada eficiência na remoção de 
compostos tóxicos no tratamento dos efluentes efectuado pela fábrica de pasta e papel, ou 
de uma falta de sensibilidade do sistema Microtox® para avaliar a toxicidade desses 
mesmos efluentes. 
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Capítulo 3 – Tratamento terciário com fungos 
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3.1 Introdução 
 
Foram efectuadas experiências de tratamento biológico em amostras de Ef com 
quatro espécies de fungos (3 basidiomicetes e 1 zigomicete): o Phanaerochaete 
chrysosporium (Burdsall, 38388), o Trametes versicolor [(Linnaeus: Fries) (Pilát, 38412)], 
o Pleurotus sajor-caju brasil (UNESP) e o Rhyzopus oryzae (Went & Prinsen Geerligs, 
31002), fornecidos pela UNESP (São Paulo – Brasil) e pela BCCMTM/MUCL (Belgium) 
e compararam-se as eficiências dos tratamentos com as  quatro espécies.  
As amostras obtidas durante as experiências de tratamento com fungos foram 
caracterizadas através da: a) identificação e quantificação de compostos orgânicos 
efectuada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS); b) 
determinação da carência química de oxigénio (COD) através do método padrão ASTM D 
1252-88 (1994)1; c) registo de absorvâncias a vários comprimentos de onda por 
espectroscopia UV-Vis, sendo o pH das alíquotas das réplicas ajustado a 5,5 com NaOH 
(0,1-1M) ou ácido clorídrico (0,1-1M) e diluídas cinco vezes nas células de quartzo com 
água desionizada com o mesmo pH. Determinou-se também a toxicidade das amostras 
através do protocolo Básico de Teste Microbics Corporation (1992)2 e detectou-se a 
presença das enzimas ligninolíticas (manganês peroxidase, lignina peroxidade e lacase) por 
espectrometria UV-Vis. 
Todos os valores dos parâmetros contemplados na caracterização química das 
amostras de Ef tratado durante as experiências com os diferentes fungos foram obtidos a 
partir da média dos valores de duas réplicas. 
 
 
 
3.2 Materiais e métodos 
 
3.2.1 Crescimento do micélio dos fungos envolvidos neste estudo 
 
Todas as espécies foram cultivadas a 30 ºC, excepto no caso do P. sajor caju que 
foi cultivado a 25 ºC num meio composto por 20 g/L malt extract (HIMEDIA), 1 g/L de 
peptona (HIMEDIA) e 16 g/L de Agár (HIMEDIA). Depois do crescimento do micélio, os 
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fungos foram mantidos no meio de cultura a 4 ºC. O micélio de P. sajor caju cresceu num 
meio líquido com a mesma composição durante 7 dias e incubado a uma agitação de 
120±10 rpm e a uma temperatura de 25 ºC. Os micélios do P. chrysosporium, T. versicolor 
e R. oryzae foram obtidos nas mesmas condições, mas a uma temperatura óptima de 30 ºC. 
Depois deste período, o micélio das diferentes espécies foi recolhido por filtração com 
gaze esterilizada e guardado no frigorífico a 4 ºC em frascos de rosca plásticos 
esterilizados por um período máximo de 24 h, até serem utilizados nas experiências de 
tratamento biológico.  
 
 
 
3.2.2 Tratamento do efluente em reactores “batch” 
 
Os ensaios das experiências de tratamento com os fungos foram efectuados com 
amostras de 220 mL de Ef em reactores “batch” (Erlenmeyers de 250 mL). Na experiência 
de tratamento com o P. sajor caju, foram adicionados ao Ef 2 g/L de glucose (Riedel-de 
Häen) e ajustou-se o pH a 5.5. Para os restantes fungos adicionou-se 1 g/L de glucose 
(Riedel-de Häen), 1,5 g/L de CaCl2 (Aldrich), 0,2 g/L MgSO4 (Pancreac Espanha), 0,15 
g/L de NH4Cl (Sigma) e 1 g/L de KH2PO4 (Sigma) e o pH foi ajustado entre 3.9 e 4.0. As 
composições do meios de cultura e as experiências de tratamento biológico foram baseadas 
nos procedimentos sugeridos por Nagarathamma and Bajpai3 e Ragunathan and 
Swaminathan4 em estudos de descoloração biológica de efluentes de pasta e papel. 
Os Erlenmeyers com 220 mL de Ef foram inoculados com micélio de cada espécie 
de fungo obtido pelo modo descrito anteriormente. O P. sajor caju foi incubado a 25 ºC e 
os restantes a 30 ºC, com uma agitação orbital de 120±10 rpm por um período máximo de 
17 dias, dependendo do fungo. Durante o período de incubação, dois Erlenmeyers foram 
sendo retirados (constituindo as réplica 1 e réplica 2) e ao mesmo tempo fotografados na 
presença de um controlo (amostra de Ef não tratado e conservado no frigorífico a 4ºC), de 
modo, a produzir um registo visual das experiências de tratamento de Ef com todas as 
espécies envolvidas. Tendo em conta as diferentes espécies, foram considerados diferentes 
dias para retirar as réplicas das amostras de Ef tratado: para o P. sajor caju estabeleceram-
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se os períodos 0, 3, 6, 10, 13 e 17 dias, para o P. chrysosporium e R. oryzae aos 0, 1, 2, 3, 6 
e 10 dias, e para o T. versicolor aos 0, 2, 3, 6, 8 e 13 dias. 
 
 
 
3.2.3 Determinação da actividade das enzimas ligninolíticas (Mn-P, Li-P e 
Lac) 
 
A determinação da actividade enzimática durante as experiências de tratamento do 
Ef com todos os fungos foi baseada na presença das enzimas ligninolíticas Mn-P, Li-P e 
Lac nas amostras de Ef tratado, com a utilização de reagentes que actuam como substratos 
destas enzimas e que podem ser determinados por espectrofotometria. Segundo o método 
sugerido por Roy and Archibald5, a actividade da Mn-P foi determinada pela oxidação do 
fenol vermelho aos 431 nm (ε=27250 M-1 cm-1). Cada ensaio foi efectuado adicionando 0,2 
mM de MnSO4, 50 mM de malonato de sódio (pH 4,5), 0,1 mM de H2O2 e 0,067 mM de 
fenol vermelho a alíquotas de 500 µL de Ef tratado. Foi definida a unidade de actividade de 
Mn-P como 1 µmol de fenol vermelho oxidado por minuto a 30 ºC. Segundo o método 
descrito por Eggert et al.6, a actividade da lacase foi determinada pela oxidação do ABTS 
[(2,2’-azino-bis(etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) sal diamónio] aos 420 nm (ε=36000 
M-1 cm-1). Cada ensaio foi composto por 2 mM ABTS, 50 mM tampão de tartaráto de 
sódio (pH 4,5) adicionados a alíquotas de 500 µL de Ef tratado. Foi definida a unidade da 
actividade da lacase como 1 µmol ABTS oxidada por minuto a 25 ºC. Baseado no 
procedimento sugerido por Heinfling et al.7, a actividade da Li-P foi determinada pela 
oxidação do álcool veratrílico a aldeído veratrílico aos 310 nm (ε=9300 M-1 cm-1). Em cada 
ensaio adicionou-se 2 mM de álcool veratrílico, 0,1 mM H2O2, 100 mM tampão de 
tartarato de sódio (pH 3) a alíquotas de  500 µL de Ef tratado. Uma unidade de actividade 
da Li-P foi definida como 1 µmol de álcool veratrílico oxidado por minuto a 25 ºC. Antes 
de se efectuarem as leituras espectrofotométricas no UV-Vis, as alíquotas de cada ensaio 
foram filtradas por filtros de fibra de vidro GF/A e adicionou-se 2% (w/v) de polivinil 
polipirrolidina para remoção de cor, sendo de seguida centrifugadas a 5000 rpm, colocadas 
em células de quartzo de 10 mm da Hellma 100-QS e as leituras efectuadas num 
espectrofotómetro UV-Vis modelo Cintra 10e. 
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3.2.4 Análise estatística 
 
Os coeficientes de correlação de Pearson (r) foram calculados com o SPSS 15,0 
para o Windows para investigar associações entre as amostras obtidas durante o tratamento 
do Ef pelas 4 espécies de fungos. Para a análise multivariada obteve-se uma matriz de 
dados padronizada a partir dos valores médios dos parâmetros químicos, bioquímicos e 
toxicológicos monitorizados nas réplicas de cada amostra de Ef tratado, subtraindo esses 
valores à média e dividindo pelo desvio padrão de todas as amostras. Através da análise em 
Componentes Principais (PCA) diminuiu-se o número de variáveis, obtendo-se uma 
organização das amostras que permite uma avaliação da efectividade de cada tratamento. A 
análise de grupos (Clusters) é um método que combina objectos similares (Ef tratado) em 
grupos ou clusters, que podem ser apresentados num dendograma que permite a 
estruturação dos dados obtidos8. Nos dendogramas, as amostras de Ef tratado “vizinhas” no 
fundo do diagrama são as mais similares, enquanto que as amostras que se juntam no topo 
são as mais dissimilares9. A distância euclidiana foi aplicada para calcular a matriz de 
dissimilaridades entre pares de amostras.  
 
 
 
3.3 Resultados e discussão 
 
Na Tabela 3.1 consta a biomassa inoculada, a taxa de crescimento e a variação dos 
valores de pH durante 17 dias de incubação a 25 ºC/120±10 rpm com P. sajor caju e 13 
dias de incubação a 30 ºC/120±10 rpm com R. oryzae, P. chrysosporium e T. versicolor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
______________________________________________Tratamento Terciário com fungos 
 _________________________________________________________________________ 
63 
Tabela 3.1 – Biomassa inoculada, taxa de crescimento e variação dos valores de pH 
 
Parâmetros P. sajor caju R. oryzae T. versicolor P. chrysosporium 
Biomassa(g/L) 
Taxa de crescimento* 
pH 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 d 
 
0 d 
1 d 
2 d 
3 d 
6 d 
8 d 
10 d 
13 d 
17 d 
20.8±1.3 
2.4/17 d 
5.5±0.0 
x 
x 
5.1±0.2 
5.3±0.1 
x 
6.4±0.8 
6.7±0.2 
7.5±0.0 
6.2±0.6 
1.7/10 d 
4.0±0.0 
3.1±0.0 
3.2±0.0 
3.0±0.0 
3.3±0.2 
x 
3.3±0.1 
x 
x 
8.4±0.4 
1.0/13 d 
3.9±0.1 
x 
3.1±0.0 
3.1±0.0 
3.1±0.2 
3.4±0.1 
x 
3.3±0.0 
x 
9.9±0.6 
0.8/10 d 
3.9±0.0 
3.6±0.0 
3.2±0.1 
3.0±0.2 
3.2±0.1 
x 
3.2±0.1 
x 
x 
* A taxa de crescimento foi calculada por: biomassa total/biomassa inoculada 
 
Pela observação da tabela constata-se que o crescimento de biomassa variou de 
fungo para fungo e que de todos os fungos o P. sajor caju foi o que apresentou uma taxa de 
crescimento superior seguido do R. oryzae. O T. vesicolor e o P. chrysosporium 
apresentaram taxas inferiores de crescimento semelhantes. A redução dos parâmetros 
monitorizados nas experiências com fungos pode estar relacionada com o aumento de 
biomassa dos fungos. Num estudo de revisão, Van Driessel and Christopher10 citam um 
estudo sobre mecanismos de biorremediação que refere que além da actividade catalítica 
da degradação dos compostos orgânicos, os fungos são bioacumuladores de matéria 
orgânica e adsorvem-na na biomassa.  
O pH inicial do efluente inoculado foi diferente para o P. sajor caju 
comparativamente aos restantes fungos e, de igual modo, a variação de pH na experiência 
com este fungo foi também diferente. Enquanto que nas experiências com os outros fungos 
houve uma diminuição do pH inicial de 4 para um pH final de 3, no caso do P. sajor caju 
houve um aumento de pH inicial 5,5 para pH final 7. 
Na Figura 3.1 é apresentado o registo fotográfico produzido durante a experiência 
com o R. oryzae. Este fungo foi o que produziu uma redução de cor mais consistente e 
gradual ao longo do tempo, sendo portanto, mais facilmente observável e registável por 
fotografia, por esta razão, apenas vão constar nesta dissertação as imagens das amostras do 
Ef tratado obtidas durante a experiência com R. oryzae. As duas réplicas foram sempre 
fotografadas com uma amostra de Ef de controlo (Ef não tratado) conservada a 4 ºC 
durante o tempo de incubação. 
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0 dias 1 dia 
 
 
2 dias 3 dias 
 
 
6 dias 10 dias 
 
Figura 3.1 – Registo fotográfico da evolução do aspecto das amostras durante a experiência 
com o R. oryzae aos 0, 1, 2, 3, 6 e 10 dias (da esquerda para a direita: réplica 1, 
controlo, réplica 2). 
 
Embora visualmente, a redução de cor durante a experiência com este fungo seja 
notável, é possível observar diferenças entre réplicas obtidas no mesmo dia, o que nos 
remete para o facto de, apesar de durante a experiência se terem mantido as mesmas 
condições de temperatura, agitação, luminosidade e nutrientes, verificou-se que o fungo 
pode apresentar diferentes respostas metabólicas. Por exemplo, aos 2º e 3º dias de 
experiência observam-se diferenças de cor significativas entre as réplicas 1 e 2 relativas 
aos mesmos dias, apresentando as réplicas 2 nestes dias um aspecto bem mais turvado e 
escuro que as réplicas 1.  
Na Figura 3.2 estão representados os resultados de absorvância relativa (t/t0) 
obtidos durante as experiências de tratamento do Ef com os fungos utilizados neste estudo, 
em que t representa a absorvância de Ef tratado nos diferentes dias, e t0 a absorvância de 
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Ef no início da experiência (0 dias). Os valores de absorvância de t e t0 foram obtidos a 
partir das médias dos valores de absorvância das duas réplicas (réplicas 1 e 2).  
 
Figura 3.2 – Absorvâncias relativas (t/t0) obtidas durante as experiências de tratamento biológico 
de Ef com os fungos utilizados neste estudo (P. sajor caju, R. oryzae, T. versicolor e 
P. crhysosporium). 
 
Neste estudo, a avaliação da remoção de cor foi realizada através da inspecção do 
espectro de UV-Vis entre os 250 e os 500 nm. Considera-se que esta é uma avaliação mais 
completa que aquelas adoptadas anteriormente3,11,12, em que a interpretação dos resultados 
de espectroscopia UV-Vis é feita a comprimentos de onda específicos normalmente 
próximo dos 465 nm, de acordo com o método padrão para a determinação da cor de 
efluentes de fábricas de pasta e papel (NCASI, 1971)13. 
Pode dizer-se que, com poucas excepções, se observaram reduções de absorvância 
relativa, em todas as experiências de tratamento com as 4 espécies de fungos. 
Nomeadamente no caso do P. sajor caju e do R. oryzae foi observada uma diminuição da 
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absorvância relativa em todos os comprimentos de onda durante as experiências de 
tratamento do Ef.  
Os valores mais baixos de absorvância relativa foram observados na experiência 
com R. oryzae. Este fungo, depois de 1 dia de incubação a 30 ºC produziu 25% de redução 
para os 250 nm e 40% para os 465 nm. Ao fim dos 10 dias de experiência observou-se uma 
redução 46% para os 250 nm e 74% para os 465 nm. Nagarathnamma and Bajpai3, 
obtiveram ao fim de 24 horas com este fungo, uma redução de absorvância aos 465 nm de 
92-95% com um efluente da primeira extracção alcalina do branqueamento, por ser 
segundo os autores, uma etapa responsável por uma importante contribuição da cor do 
efluente de uma fábrica de pasta e papel que utiliza como matéria-prima a madeira de 
eucalipto e o ClO2 como reagente de branqueamento. 
Ao fim dos 17 dias de experiência com o P. sajor caju, obtiveram-se reduções de 
absorvância relativa de 74% aos 465 nm. Ao fim de 6 dias de experiência já se tinha 
verificado uma redução de 25% aos 250 nm e 71% aos 465 nm, contudo, aos 10 dias de 
experiência observou-se uma inversão da tendência de remoção de cor de Ef com este 
fungo, o que sugere que maiores períodos de incubação para esta espécie poderão induzir 
um comportamento anómalo em termos de redução de cor. Ragunathan and Swaminathan3 
efectuaram experiências de tratamento de um efluente da primeira extracção alcalina da 
sequência de branqueamento de uma fábrica de pasta e papel kraft com este fungo, e 
obtiveram uma redução de absorvância aos 465 nm de 67% ao fim de 6 dias de incubação 
em experiências no laboratório, e de 60% também ao fim de 6 dias em experiências à 
escala piloto. 
Conforme se verifica na Figura 3.2, os valores mais baixos de redução de 
absorvância relativa, foram obtidos durante as experiências com T. versicolor e P. 
chrysosporium, com reduções de 38% aos 250 nm e 57% aos 465 nm para o T. versicolor e 
de 31% aos 250 nm e 12% aos 465 nm para o P. chrysosporium. Após 6 dias de tratamento 
com T. versicolor, as amostras de Ef tratado apresentaram-se turvadas e este facto foi 
responsável pelo aumento de absorvância a comprimentos de onda superiores a 350 nm. 
Selvam et al.14 obtiveram resultados de remoção de cor de um efluente da primeira 
extracção alcalina da etapa de branqueamento (absorvância aos 465 nm) com o T. 
versicolor de 63,9% ao 4º dia, e de 68% ao fim de 7 dias, em experiências à escala piloto, o 
que sugere uma boa aplicabilidade a uma escala “maior” que a laboratorial. Bergbauer et 
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al.15, utilizando vários fungos de podridão branca (26 “linhagens”), verificaram que o T. 
versicolor apresentou os melhores resultados de remoção dos compostos presentes no 
efluente do branqueamento de uma fábrica de pasta de papel kraft, chegando quase aos 
90% de remoção de cor com adição de glucose como co-substrato. Davis and Burns16 
também verificaram que o T. versicolor, entre 6 espécies de fungos, foi o mais eficiente no 
tratamento do efluente da primeira extracção alcalina uma fábrica de papel, com uma 
remoção de cor de aproximadamente 80% ao fim de 8 dias. 
Na experiência com o P. chrysosporium, o menos efectivo de todos os fungos na 
remoção de cor de Ef, a absorvância relativa manteve-se constante no 1º dia a todos os 
comprimentos de onda. Observou-se então uma redução ligeira de cor ao 2º dia de 
experiência e ao 3º, 6º e 10º dias de experiência observou-se um aumento da absorvância 
relativa a partir dos 320 nm, exprimindo uma inversão da tendência de remoção de cor, 
atingindo-se valores de absorvância superiores de Ef não tratado, nomeadamente a partir 
dos 450 nm, para os 3º e 10º dias de experiência. Visualmente, constatou-se que as 
amostras de Ef nos dias referidos apresentaram uma turvação importante, exprimindo-se 
num aumento dos valores de absorvância das réplicas. Marwaha et al.17 com o P. 
chrysosporium obtiveram uma remoção de 85% da cor do licor negro em condições 
anaeróbias e com glucose a uma temperatura máxima de 40 ºC e um pH óptimo de 5,5. A 
redução de absorvância dos efluentes de pasta de papel em experiências de tratamento com 
fungos pode não estar apenas relacionada com a degradação dos cromóforos, mas pode 
envolver também mecanismos de adsorção ou acumulação destes compostos na 
biomassa10. Van Driessel and Christopher10 num estudo de revisão em mecanismos de 
biorremediação, referem um estudo de tratamento de efluentes de pasta e papel com P. 
chrysosporium e T. versicolor, em que se desadsorveram os compostos responsáveis pela 
cor da biomassa do fungo no fim da experiência com uma solução alcalina de NaOH 1M, 
tendo-se observado que 95% da cor removida do efluente foi libertada das hifas mortas do 
fungo. Referem ainda, o mesmo estudo, que o T. versicolor actuou de dois modos distintos: 
além de acumular os cromóforos na biomassa degradou parte dos compostos orgânicos 
presentes. 
A Figura 3.3 mostra a variação simultânea de COD e da concentração total dos 
compostos orgânicos identificados ao longo do tempo das experiências de tratamento com 
os quatro fungos. Os valores de COD e de concentração total foram obtidos a partir da 
______________________________________________Tratamento Terciário com fungos 
 _________________________________________________________________________ 
68 
média dos valores das duas réplicas. O valor da concentração total representa a soma das 
concentrações de todos compostos orgânicos identificados no Ef através da análise por 
SPE-GC-MS durante as experiências de tratamento com fungos. 
 
 
 
 
 
Figura 3.3 – Variação simultânea de COD e da concentração total de compostos orgânicos 
identificados ao longo das experiências de tratamento com as várias espécies de 
fungos. 
 
Foram obtidas correlações lineares positivas muito significativas, entre os valores 
de COD e a concentração total de compostos orgânicos identificados nas experiências com 
as 4 espécies de fungos: P. chrysosporium: r=0,991, p<0,00002; R. oryzae: r=0,997, 
p<0,000004; P. sajor caju: r=0,977, p<0,0002; T. versicolor:  r=0,959, p<0,0007. 
Pela observação da Figura 3.3, verifica-se a enorme contribuição da glucose 
adicionada no Ef para o valor do COD. Note-se que o COD do Ef é aproximadamente de 
392 enquanto os valores iniciais de COD nestas experiências situou-se entre os 1600 e os 
2300 mg/L. A glucose introduzida no meio vai ser degradada por acção biológica, 
constituíndo um substracto de matéria orgânica oxidável para os microrganismos. Por 
exemplo, no caso da experiência com o P. sajor caju foi adicionada glucose no meio numa 
concentração de 2 g/L, portanto, o valor teórico de COD de acordo com as proporções 
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estequiométricas da reacção de degradação da glucose com oxigénio é de 2304 mg/L, 
enquanto que o valor de COD real obtido foi de 2357 mg/L. No caso das experiências com 
os restantes fungos a glucose foi adicionada numa concentração de 1 g/L, e além da 
glucose foram também adicionados outros reagentes oxidáveis que contribuem também 
para os valores de COD. No fim de todas as experiências com fungos, o valor de COD 
registado aproximou-se do valor de COD do Ef sem ser tratado. 
É evidente uma redução significativa da concentração total dos compostos 
orgânicos detectados por GC-MS que ocorre ao fim de 2 dias, excepto no caso do P. sajor 
caju que ocorre ao 6º dia de experiência. Ao segundo dia observaram-se reduções da 
concentração total dos compostos orgânicos de 98, 88 e 96% com o R. oryzae, o T. 
versicolor e P. chrysosporium, respectivamente; enquanto que, na experiência com o P. 
sajor caju observou-se uma redução de 76% ao fim do 6º dia de experiência. As reduções 
máximas observadas nestas experiências foram de: 96% ao fim de 17 dias com o P. sajor 
caju; de 98% ao fim de 10 dias com o R. oryzae; de 91% aos 13 dias com o T. versicolor; e 
de 100% (99,8%) ao fim dos 10 dias de experiência com o P. chrysosporium. Estes 
resultados são reveladores de importantes reduções das concentrações dos compostos 
orgânicos após todas as experiências, mostrando-se que estas quatro espécies de fungos são 
eficazes a eliminar estes compostos do Ef.  
A Figura 3.4 mostra a evolução da remoção de COD em percentagem, ao longo do 
tempo decorrido em todas as experiências de tratamento do Ef com os fungos utilizados 
neste estudo. 
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Figura 3.4 – Evolução da percentagem de remoção de COD ao longo do tempo decorrido 
em todas as experiências com os fungos. 
  
A maior redução dos valores de COD nas experiências de tratamento com fungos 
foi obtida com o P. chrysosporium, sendo de 82% no 6º dia. De seguida, o valor mais alto 
de redução foi o da experiência com R. oryzae com 81% ao 10º dia. Os melhores 
resultados obtidos nas experiências com P. sajor caju e T. versicolor foram ao 13º dia com 
76% e 78% de redução, respectivamente. Apesar das fortes correlações observadas entre os 
valores de COD e a concentração total de compostos orgânicos identificados, estes 
resultados podem ser explicados em parte, pelo consumo da glucose adicionada ao efluente 
no início destas experiências ou ainda com fenómenos de bioacumulação.  
Pode-se constatar nas Figuras 3.3 e 3.4 a existência de duas fases distintas de 
velocidade de redução de COD em todas as experiências. Uma primeira fase em que se 
observa uma redução rápida e uma segunda fase que se caracteriza por uma diminuição das 
taxas de redução. A distinção destas duas fases é facilmente observável ao 2º dia de 
experiência nas experiências com R. oryzae, T. versicolor e P. chrysosporium com 78%, 
68% e 69% de redução de COD, respectivamente. Na experiência com o P. sajor caju esta 
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distinção não é tão evidente como nos restantes, observando-se uma redução mais gradual 
ao longo do tempo, que se estabilizou ao 6º dia de experiência com 64% de remoção de 
COD. Com este fungo observou-se ainda um aumento dos valores de COD nos últimos 
dias de experiência, o que indicia que maiores períodos de incubação para esta espécie 
poderão não ser vantajosos à degradação dos compostos orgânicos presentes neste efluente. 
A Figura 3.3, referente à experiência com o T. versicolor, mostra um ligeiro aumento dos 
valores de COD de Ef tratado no início da segunda fase (passou dos 68% para os 57% de 
redução de COD ao 6º dia) seguido de uma nova diminuição destes valores, atingindo os 
78% de redução ao fim dos 13 dias de experiência com este fungo. Nagarathamma and 
Bajpai,3 em experiências de tratamento com R. oryzae de um efluente da primeira 
extracção alcalina da sequência de branqueamento C-E-D-D (em que C representa a adição 
de cloro, E a extracção alcalina com NaOH e D a adição de ClO2) de uma fábrica de pasta 
e papel que usa como fonte principal de matéria-prima o eucalipto, obtiveram uma redução 
de COD de 49% ao fim de 24 horas, e não voltaram a registar reduções deste parametro até 
ao fim da experiência (10 dias). Selvam et al.14, em experiências de tratamento com T. 
versicolor de um efluente da primeira extracção alcalina de uma fábrica de pasta e papel, 
que usa como fonte principal de fibras a madeira de eucalipto, obtiveram uma redução dos 
valores de COD de 67% ao fim de 10 dias de experiência no laboratório e de 69% ao fim 
de 7 dias de experiência a uma escala piloto. Marwaha et al.,17 obtiveram uma redução de 
COD de 69% ao fim de 21 dias, utilizando um sistema continuo com células imobilizadas 
de P. chrysosporium, num reactor de biobranqueamento de um licor negro proveniente de 
uma fábrica de pasta e papel.  
Foram também obtidas correlações lineares positivas significativas entre os valores 
de COD e os valores de absorvância obtidos a diferentes comprimentos de onda, em todas 
as experiências com fungos. A Tabela 3.2 apresenta os valores de r e p das correlações 
encontradas entre a variação de COD e de absorvância aos 250, 325, 400 e 465 nm, obtidos 
no decorrer das experiências de tratamento do Ef com fungos. 
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Tabela 3.2 – Correlações lineares positivas encontradas entre os valores COD e os valores 
de absorvância obtidos ao longo do tempo nas experiências com os quatro 
fungos. 
 250 nm 
 
325 nm 400 nm 465 nm 
R. oryzae 0,956, p<0,01 0,956, p<0,01 0,947, p<0,01 0,959, p<0,01 
P. chrysosporium 0,965, p<0,01 0,930, p<0,01 0,880, p<0,02 * 
P. sajor caju * 0,941, p<0,01 0,962, p<0,01 0,969, p<0,01 
T. versicolor 0,971, p<0,01 0,974, p<0,01 0,910, p<0,01 * 
 
Para o R. oryzae e o P. sajor caju obtiveram-se correlações positivas altamente 
significativas (p<0,01) o que é um forte argumento para substituir a determinação de COD 
por determinações relativamente mais fáceis de absorvância na gama de 250 a 465 nm. 
Contudo há três situações indicadas na Tabela 3.2 com um asterisco que necessitam de 
explicação. Na experiência com P. sajor caju observou-se uma grande diminuição da 
absorvância do 3º para o 6º dia, no entanto, a partir deste dia a absorvância aumentou 
gradualmente até ao fim do tempo de incubação no Ef. No que diz respeito às observações 
assinaladas com os asteriscos na Tabela 3.2 para o P. chrysosporium e T. versicolor aos 
465 nm, podem estar relacionadas com o aumento de turvação e subsequente baixa redução 
de absorvância, registadas nas experiências com estes fungos. 
A análise por GC-MS das amostras de Ef obtidas durante as experiências de 
tratamento permitiu observar detalhadamente o efeito da utilização dos fungos nas 
concentrações dos compostos orgânicos identificados e quantificados. Torna-se evidente 
que em todas as experiências com fungos, as concentrações de todos os compostos 
orgânicos identificados diminuíram significativamente, sendo muitos desses compostos 
removidos totalmente do Ef. As concentrações dos compostos orgânicos foram obtidas 
através da média das concentrações das réplicas 1 e 2, obtidas no decorrer das experiências 
com fungos. 
A Figura 3.5 mostra o efeito da utilização de P. sajor caju na concentração de 
compostos orgânicos ao longo do tempo.  
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Figura 3.5 – Efeito do tratamento com P. sajor caju na concentração de vários compostos 
orgânicos ao longo do tempo. 
 
No que se refere à experiência com o P. sajor caju, observou-se uma grande 
variabilidade entre a réplica 1 e a réplica 2 aos 0 dias, traduzindo-se em desvios padrão 
significativos. Este fungo mostrou boa capacidade em degradar os seguintes compostos: a) 
ácidos carboxílicos (quatro), os ácidos esteárico, beénico, tetracosanoico e palmítico; b) os 
álcoois octacosil e benílico e os esteróis β-sitosterol e β-sitostanol; c) um álcool fenólico, o 
floroglucinol. Estes compostos foram removidos totalmente ao fim de 10 dias de 
experiência, o que equivaleu à redução de 91% da concentração total dos compostos 
orgânicos identificados. Ao fim dos 17 dias de experiência, a concentração total dos 
compostos orgânicos identificados diminuiu 95%, e dos 38 compostos identificados no Ef, 
21 foram removidos totalmente na experiência de tratamento com este fungo.  
A Figura 3.6 mostra o efeito da utilização de R. oryzae na concentração de 
compostos orgânicos ao longo do tempo.  
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Figura 3.6 – Efeito do tratamento com R. oryzae na concentração de vários compostos 
orgânicos ao longo do tempo. 
 
Ao 2º dia de experiência todos os compostos orgânicos foram removidos do Ef 
excepto alguns compostos, tais como: três ácidos monocarboxílicos (láctico, glucólico e 
láctico etileno), dois ácidos dicarboxílicos (oxálico e malónico) e compostos fenólicos 
(ácido furóico, guaiacol e catecol), o que correspondeu a uma redução de 98% da 
concentração total dos compostos orgânicos identificados. O ácido furóico e oxálico, 
permaneceram no Ef tratado, mas as suas concentrações diminuíram 90% ao 10º dia de 
experiência. De um total de 38 compostos orgânicos detectados no Ef, 29 foram totalmente 
removidos durante a experiência com o R. oryzae, o que equivale a uma redução de 99% 
da concentração total de compostos orgânicos identificados no Ef. 
A Figura 3.7 mostra o efeito da utilização de T. versicolor na concentração de 
compostos orgânicos ao longo do tempo. 
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Figura 3.7 – Efeito do tratamento com T. versicolor na concentração de vários compostos 
orgânicos ao longo do tempo. 
 
Observou-se nesta experiência uma grande variabilidade entre a réplica 1 e a réplica 
2 aos 0 dias que se traduziu em desvios padrão muito significativos. Ao 2º dia de 
experiência, 11 dos 38 compostos orgânicos identificados já tinham sido removidos 
totalmente do efluente com o T. versicolor, o que correspondeu a uma diminuição da 
concentração total de compostos orgânicos de 88%. Ao fim dos 13 dias de experiência 14 
dos 38 compostos orgânicos identificados foram removidos totalmente do Ef, o que 
correspondeu a uma diminuição da concentração total de compostos orgânicos de 91%. Os 
compostos removidos totalmente de Ef com este fungo foram: seis ácidos 
monocarboxílicos: pentadecílico, palmítico, esteárico, tricosanoico, linocérico e beénico; 
compostos fenólicos, nomeadamente um ácido fenólico (ácido siríngico), um fenol-éster 
[decíl octíl éster (9ci)] e um álcool fenólico (floroglucinol); um álcool gordo saturado 
(álcool benílico) e dois álcoois gordos insaturados, (oleilo e octacosil); e dois esteróis, 
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nomeadamente o β-sitosterol, o β-sitostanol. De todos os fungos utilizados neste estudo, o 
T. versicolor apresentou a remoção mais baixa de compostos de orgânicos, além disso, foi 
o único fungo que não removeu todos os álcoois do Ef, pois os álcoois miristil, cetil e 
octadecil foram identificados no Ef tratado com T. versicolor. 
A Figura 3.8 mostra o efeito da utilização de P. chrysosporium na concentração de 
compostos orgânicos ao longo do tempo. 
 
 
Figura 3.8 – Efeito do tratamento com P. chrysosporium na concentração de vários 
compostos orgânicos ao longo do tempo. 
 
Ao 2º dia de experiência com este fungo, metade dos compostos identificados (19 
compostos) foram removidos do Ef, o que correspondeu a uma diminuição da 
concentração total de 96%. Ao fim dos 10 dias de experiência, todos os compostos 
orgânicos foram removidos excepto cinco: dois ácidos monocarboxílicos (glicólico e 
láctico), um ácido dicarboxílico (ácido oxálico), um ácido fenólico (ácido furóico) e um 
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fenol-éster (guaiacol), o que correspondeu a uma redução de 99,8% (100%) da 
concentração total dos compostos orgânicos, mostrando-se assim que das quatro espécies 
de fungos utilizadas neste estudo, o P. chrysosporium foi o mais eficaz a remover os 
compostos orgânicos do Ef durante as experiências de tratamento terciário efectuadas.  
 Durante a pesquisa bibliográfica não se tomou conhecimento de estudos sobre os 
efeitos dos fungos na degradação de compostos orgânicos presentes em efluentes finais de 
fábricas de pasta e papel kraft ECF, que usem madeira de E. globulus como matéria-prima. 
Durante este estudo, obtiveram-se reduções superiores a 90% em todas as experiências de 
tratamento terciário com fungos. Os ácidos carboxílicos e os compostos fenólicos foram 
mais difíceis de remover do Ef do que os álcoois (excepto no caso do T. versicolor) e os 
esteróis; por exemplo, os esteróis foram eliminados do Ef no decorrer de todas as 
experiências com fungos. 
Os testes de toxicidade mostraram que o Ef não é tóxico para a bactéria V. fisheri. 
No entanto, os testes de toxicidade efectuados às amostras de Ef tratado mostraram que 
este parâmetro foi afectado de diferente modo nas experiências de tratamento com as 
quatro espécies de fungos. As amostras obtidas do tratamento com o P. sajor caju durante 
o tempo de incubação permaneceram não tóxicas para a bactéria. No que diz respeito às 
restantes espécies isso não se verificou. A variação dos valores EC50-5min é apresentada na 
Figura 3.9. 
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Figura 3.9 – Valores EC50-5min do efluente inoculado com R. oryzae, T. versicolor, P. 
chrysosporium, ao longo do tempo decorrido durante as experiências de 
tratamento biológico. 
 
Registou-se um grande aumento da toxicidade nos primeiros dias de incubação nas 
experiências de tratamento do Ef com o R. oryzae, T. versicolor e P. chrysosporium. Esta 
observação foi coincidente com as elevadas taxas de redução de COD, e pode ser associada 
à degradação de compostos orgânicos complexos em compostos mais pequenos que 
poderão ser mais acessíveis e subsequentemente mais tóxicos para a V. fisheri. No que diz 
respeito às amostras de Ef tratado durante as experiências de tratamento, com o P. 
chrysosporium, permaneceram com valores relativamente altos de toxicidade com um 
valor de EC50-5 min de 28% ao fim dos 10 dias de experiência. É no entanto importante 
realçar, que a toxicidade das amostras de Ef tratado com este fungo poderá ter sido 
promovida pelos valores baixos de pH, o que é suportado por correlações positivas 
significativas entre os valores de EC50-5min e este parâmetro (r=0,944; p<0,01); e com os 
valores de pH e de COD (r=0,960; p<0,01). Os metabolismos do R. oryzae e T. versicolor 
alteraram a tendência de toxicidade registada nos primeiros dias de incubação, e após 10 e 
13 dias de experiência, respectivamente, os valores de EC50-5min aproximaram-se muito dos 
valores registados do Ef imediatamente após a adição dos fungos (0 dias). O Ef mostrou-se 
não tóxico após a adição dos compostos químicos e o ajuste de pH, tornando-se 
ligeiramente tóxico após a adição dos fungos (excepto no caso do P. sajor caju). Uma 
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explicação para este facto é que alguns fungos são capazes de produzir substâncias 
antibióticas que são tóxicas para a bactéria, como por exemplo, polissacaridopeptídeos 
produzidos pelo Corolius (Trametes) versicolor18. 
A presença das enzimas ligninolíticas foi detectada nas amostras de Ef tratado 
durante as experiências de tratamento com as quatro espécies de fungos usadas neste 
estudo. A Figura 3.10 representa a actividade ligninolítica em (U/L), definida para cada 
fungo.  
 
 
 
 
 
Figura 3.10 – Actividade das enzimas ligninolíticas Lac, Mn-P e Li-P durante o tempo de 
incubação dos fungos P. sajor caju, R. oryzae, T. versicolor e P. 
chrysosporium nas experiências de tratamento biológico. 
 
Quantitativamente, das espécies em estudo, o P. sajor caju foi o que expressou 
mais Lac e Li-P, sendo a Mn-P a enzima com menos expressão com esta espécie. Foram 
obtidas correlações positivas significativas entre a actividade da Li-P e o tempo de 
incubação (r=0,923; p<0,01), bem como correlações negativas significativas entre a 
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absorvância a 465 nm (r=-0,944; p<0,01) e COD (r=-0,987; p<0,01), o que pode ser um 
indicador da importância do papel desta enzima nas reduções de cor e COD promovidas 
pelo P. sajor caju. A Lac pode também ser implicada na descoloração de efluentes de 
fábricas de pasta e papel com branqueamento. Segundo Archibald and Roy19, esta enzima 
desempenha um papel importante no tratamento destes efluentes com o T. versicolor. De 
acordo com Lackner et al.20, na presença de substractos fenólicos, esta enzima é capaz de 
formar quelatos similares aos produzidos pela Mn-P, responsáveis pela oxidação de 
efluentes de fábricas de pasta e papel com branqueamento. Neste estudo, as três enzimas 
foram detectadas no Ef tratado com T. versicolor, e a actividade máxima observada 
durante o tempo de incubação com este fungo foi a da Li-P.  
De acordo com o estudo de Nagarathnamma and Bajpai3, nenhuma das três enzimas 
ligninolíticas foi detectada no sobrenadante de culturas de R. oryzae. Nas amostras obtidas 
de Ef tratado com R. oryzae foi detectada actividade destas enzimas extracelulares, e 
registou-se um ligeiro aumento das actividades da Li-P e Mn-P durante o tempo de 
incubação deste fungo. Este fungo mostrou um grande potencial em degradar compostos 
orgânicos responsáveis pela redução de absorvância a diferentes comprimentos de onda e 
na diminuição dos valores de COD de Ef, portanto, estas enzimas estão provavelmente 
relacionadas com a remoção destes compostos. Obtiveram-se correlações lineares 
negativas significativas entre as actividades da Li-P (r=-0.941, r=-0.944, r=-0.937, r=-
0.945; com p<0.01 para todos) e da Mn-P (r=-0.939, r=-0.937, r=-0.940, r=-0.939; com 
p<0.01 para todos), com as reduções de absorvância a 250, 325, 400 e 465 nm, 
respectivamente; bem como correlações negativas não significativas com os valores de 
COD e a actividade da Li-P e Mn-P (Li-P: r=-0.834, p=0.039; Mn-P: r=-0.896, p=0.016). 
Durante o tempo de incubação da experiência de tratamento do Ef com P. 
chrysosporium registou-se uma baixa expressão das três enzimas ligninolíticas, 
especialmente no que diz respeito à expressão da Lac. A Li-P e a Mn-P foram detectadas 
em todas as amostras de Ef tratadas com este fungo, no entanto, a expressão da Mn-P foi 
mais significativa. De acordo com Mester and Field21, a Mn-P é a enzima ligninolítica mais 
frequentemente produzida pelos fungos de podridão branca. Conesa et al.22 referem que o 
P. chrysosporium é um dos fungos da podridão branca melhor caracterizados e possui pelo 
menos dez lipazes estruturais (Li-PA-J) e três genes Mn-P (Mn-P 1-3). A Li-P é uma 
enzima comummente associada com a degradação extracelular da lignina pelo P. 
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chrysosporium23, sendo geralmente produzida durante o metabolismo secundário em 
culturas limitadas de nutrientes, incubadas sob uma elevada concentração de oxigénio24,25. 
Durante este estudo, os dados da expressão das enzimas ligninolíticas confirmam que 
actividades catalíticas relativamente altas podem ser obtidas em culturas limitadas de 
nutrientes (carbono e azoto), uma vez que a adição de 0,1 a 0,2% (p/v) de glucose como 
substracto e 0,015% e de azoto na forma de NH4Cl resultou em boas expressões de Li-P, 
Mn-P e Lac. As experiências de tratamento de Ef com o P. sajor caju, com a adição de 
0,2% de glucose, favoreceu a biodegradação de compostos orgânicos. Esta observação é 
concordante com os resultados reportados por Wu et al.26, num estudo de biodegradação de 
lignina pelo P. ostreatus.  
A Figura 3.11 mostra a representação gráfica da Análise em Componentes 
Principais (PCA) das amostras de Ef tratado com os 4 fungos e os vários parâmetros 
monitorizados. 
 
Figura 3.11 – Representação gráfica da Análise em Componentes Principais das amostras 
obtidas e os vários parâmetros monitorizados nas experiências com os 4 
fungos. 
 
Pela observação da Figura 3.11, distinguem-se ao longo dos dois primeiros 
componentes, três grupos principais de amostras e variáveis denominados por grupos A, B 
e C. O grupo A inclui todas as amostras e variáveis contidas no quadrante interior direito, 
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que corresponde às amostras obtidas durante a experiência com o P. sajor caju em 
períodos de incubação superiores a 6 dias (Psc6-17), elevados valores de pH, elevados 
valores de EC50, e elevadas taxas de actividades catalíticas das Lac e Li-P. A constituição 
deste grupo sugere a relação entre elevadas actividades catalíticas por parte destas enzimas, 
com a ausência de toxicidade à Vibrio fisheri nas experiências com o P. sajor caju e 
subidas dos valores de pH das amostras obtidas nas experiências de tratamento de efluente 
com este fungo.  
O grupo B inclui todas as amostras e variáveis medidas contidas no quadrante 
superior direito, o que corresponde a todas as amostras de Ef não tratado, duas amostras 
com baixos tempos de incubação com P. sajor caju aos 3 dias (Psc3) e P. chrysosporium 
no 1º dia (Pc1), elevados valores de COD e elevadas absorvâncias.  
O grupo C inclui todas as amostras e parâmetros monitorizados contidos nos 
quadrantes esquerdos (superior e inferior), correspondentes a elevadas actividades 
catalíticas da Mn-P e as restantes amostras não incluídas nos grupos anteriores (A e B). 
Pode-se observar ainda que as amostras tratadas com R. oryzae, P. chrysosporium e T. 
versicolor com baixos tempos de incubação estão incluídas no quadrante superior e estão 
associadas a valores intermédios de absorvância e de COD. As amostras obtidas a partir do 
3º dia de experiência com o R. oryzae (Ro3) e ao 13º dia com T. versicolor (Tv13), assim 
como a actividade da Mn-P, estão contidas no quadrante inferior da Figura, que agrupa 
altos tempos de incubação, altas actividades catalíticas da Mn-P e grandes reduções de cor 
e COD. 
 Os dois primeiros componentes da PCA explicam 88,9% da variação dos 
parâmetros monitorizados neste estudo (absorvância aos 250, 325, 400 e 465 nm, pH, 
COD, presença das enzimas Mn-P, Lac, Li-P e EC50), nas amostras de Ef tratado durante 
as experiências com as quatro espécies de fungos. Todas as variáveis contribuíram 
positivamente para o primeiro componente (eixo dos x’s), excepto a actividade catalítica 
da Mn-P que contribuiu negativamente. As variáveis com mais peso no primeiro 
componente foram as absorvâncias a 250, 325 e 400 nm, COD e EC50. Relativamente ao 
segundo componente (eixo dos Y’s), apenas contribuíram negativamente os valores de pH, 
EC50 e actividade catalítica da Lac e Li-P.  
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A Figura 3.12 mostra o dendograma obtido na Análise de Grupos das amostras 
obtidas no tratamento com as quatro espécies de fungos, baseado nos parâmetros químicos, 
bioquímicos e toxicológicos medidos.  
 
C1 C2 C3 
 
              A  C 
 
B 
Figura 3.12 – Dendograma das amostras obtidas no tratamento biológico pelos quatro 
fungos baseado nos parâmetros químicos, bioquímicos e toxicológicos 
medidos. 
  
O dendograma obtido na Análise de Grupos discrimina subdivisões no grupo C 
obtido na PCA em três subgrupos (C1, C2 e C3). As amostras que apresentaram níveis 
inferiores de absorvância, pH, EC50 e COD foram agrupadas nesta análise, onde se incluem 
as amostras tratadas com o P. chrysosporium entre os 2 e os 10 dias (Pc2-10) de incubação 
(subgrupo C3). As amostras de Ef tratado com T. versicolor aos 6 e 8 dias (Tv6 e Tv8) 
foram também incluídas neste subgrupo provavelmente devido ao aumento de absorvância 
registado nestas amostras. Por outro lado, amostras com elevados níveis de degradação 
biológica, algumas delas associadas a longos períodos de incubação, foram agrupadas 
nesta análise (grupo C1), onde se incluem as amostras de Ef tratado com R. oryzae e T. 
versicolor (Ro3-10 e Tv13). O terceiro subgrupo (C2) que pode ser observado nesta análise 
é constituido pelas restantes amostras de Ef tratado incluídas no grupo C, onde se incluem 
aquelas com níveis intermediários de degradação biológica. Observou-se um elevado nível 
de concordância entre a composição dos grupos A, B e C obtidos na PCA e os grupos 
observados no dendograma. 
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3.4 Conclusões 
 
Este estudo confirmou o potencial das quatro espécies de fungos testadas na 
aplicação no tratamento terciário do Ef. É importante realçar que as características do Ef, 
indicam a importância da diminuição do potencial poluente dos compostos orgânicos 
presentes no efluente para o ambiente. Durante as experiências de tratamento com as 
quatro espécies de fungos, obtiveram-se resultados demonstradores de boas taxas de 
remoção dos compostos orgânicos identificados, sendo mais eficaz o R. oryzae. As 
espécies envolvidas neste estudo integraram estes compostos nos seus processos 
metabólicos, produzindo diminuições significativas de todos os parâmetros monitorizados 
(composição orgânica, COD, cor e toxicidade). 
 A análise espectrométrica UV-Vis permitiu monitorizar a variação das absorvâncias 
do Ef entre os 250 nm e os 500 nm tendo-se observado uma redução destes valores em 
todas as experiências com as quatro espécies de fungos. Ao adoptar a absorvância aos 465 
nm como uma medida da cor de Ef como sugerem alguns autores, obtiveram-se nesta 
experiência remoções de 74% com o R. oryzae e P. sajor caju aos 10 e 17 dias, 
respectivamente, 57% com o T. versicolor aos 13 dias e 30 % com o P. chrysosporium aos 
10 dias. 
No que se refere à variação dos valores de COD do Ef durante as experiências de 
tratamento com fungos, foi muito significativa, observando-se reduções de 82% com o P. 
chrysosporium, 81% com o R. oryzae, 78% com o T. versicolor e 76% com o P. sajor caju. 
A variação dos valores de COD obtida foi muito concordante com a variação da 
concentração total de compostos orgânicos do Ef. Mostrou-se que todos os fungos foram 
eficazes a diminuir a concentração total dos compostos orgânicos identificados no Ef, com 
reduções de quase 100% com o P. chrysosporium, 98% com o R. oryzae, 96% com o P. 
sajor caju e 91% com o T. versicolor. Foi ainda possível identificar os compostos 
orgânicos que mais resistiram à biodegradação, em todas as experiências com as quatro 
espécies fúngicas através da análise por GC-MS das amostras obtidas no decorrer das 
experiências de tratamento, mostrando-se que, de um modo geral, os fungos degradaram 
ácidos carboxílicos, compostos fenólicos, álcoois e esteróis resultantes da degradação da 
lignina, celulose, hemicelulose e extractáveis da madeira de E. globulus. Os ácidos 
carboxílicos e os compostos fenólicos foram mais difíceis de degradar que os restantes 
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compostos. Por outro lado, os esteróis foram os mais fáceis de eliminar do Ef no decorrer 
de todas as experiências de tratamento com fungos. 
Relativamente aos valores EC50, o Ef não produziu qualquer efeito tóxico na V. 
fisheri. Ao ser inoculado com os fungos, excepto no caso do P. sajor caju, o Ef passou a 
apresentar valores de toxicidade EC50 para a bactéria e, no decorrer das experiências os 
valores de toxicidade foram afectados de diferente modo com as restantes espécies. 
A presença das enzimas ligninolíticas foi também detectada. De um modo geral, a 
expressão catalítica da actividade enzimática da Li-P foi maior que as restantes enzimas, 
(excepto no caso do P. sajor caju, com a Lac a ter maior expressão catalítica), sugerindo 
que esta enzima teve um papel importante na degradação dos compostos orgânicos 
presentes no Ef. 
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4.1 Introdução 
 
 Pignatello et al.1 referem que a maior parte dos estudos de degradação não relatam 
a formação de intermediários ou de produtos nas reacções ocorridas durante o sistema foto-
Fenton, sendo que, os parâmetros geralmente monitorizados nestes estudos são: a) o 
carbono orgânico total; b) o carbono orgânico dissolvido; c) a toxicidade. Este facto deve-
se à reactividade dos radicais OH
.
, de natureza não específica, que originam portanto, uma 
grande variedade de produtos resultantes de degradação. 
Neste trabalho, estudou-se a aplicação do sistema foto-Fenton no tratamento do 
efluente final (Ef) e avaliou-se a redução de cor e remoção de compostos orgânicos. A 
eficiência do tratamento foi avaliada pelos seguintes parâmetros: a) identificação e 
quantificação de compostos orgânicos pela análise de GC-MS; b) carência química de 
oxigénio (COD) pelo método padrão ASTM D 1252-88 (1994)2; c) absorvâncias relativas 
entre os 250 e os 500 nm por espectroscopia de UV-Vis. A toxicidade do Ef tratado pelo 
sistema foto-Fenton foi determinada através do Protocolo Básico de Teste Microbics 
Corporation (1992)3. Os valores apresentados são representativos de duas réplicas 
efectuadas. 
 
 
 
4.2. Material e métodos 
 
As experiências de tratamento pelo sistema foto-Fenton de Ef foram efectuadas em 
copos de vidro mantidos sob uma lâmpada UV enquanto se adicionaram os reagentes. Em 
cada réplica, colocaram-se 500 mL do Ef em gobelés de 1000 mL, com agitação 
magnética. De seguida, adicionaram-se 2 mL de FeSO4.7H2O (Fluka Chemika) 0,5 M e 
deixou-se durante 10 minutos homogeneizar a solução, para dissolver o sal de ferro no Ef e 
para se atingir a temperatura desejada (25±1ºC). A temperatura afecta directamente a 
reacção, sendo por isso importante o respectivo controlo. Numa situação de emergência 
(caso a temperatura exceda os 55 ºC), adiciona-se sulfito de sódio (Na2SO3 - Panreac 
Espanha), que reage com o peróxido mediante uma reacção que é praticamente instantânea 
e isotérmica. De seguida ajustou-se o pH a 4±0,5, com H2SO4 (Fluka Riedel-de Häen) 
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1,25M ou NaOH (Eka) 2,5 M. Uma vez estabilizada a temperatura e pH do Ef com 
reagente de Fenton, adicionaram-se 10 mL de H2O2 (Panreac Espanha) 30%, ligando-se 
imediatamente a lâmpada de radiação UV modelo Vilber Lourmat VL-6.LC 254 nm, 
colocada previamente em cima do gobelé, de modo a que a radiação incidisse directamente 
sobre o Ef iniciando-se assim a reacção. 
Durante uma hora adicionaram-se 10 mL de H2O2 de 10 em 10 minutos, findo este 
período, manteve-se o gobelé sob a lâmpada UV que ficou ligada durante mais uma hora, 
com agitação e sem nenhuma adição de reagentes. 
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4.3 Resultados e discussão 
 
À semelhança das experiências de tratamento com fungos, também durante a 
experiência de foto-Fenton produziu-se um registo fotográfico, sendo apresentadas na 
Figura 4.1 as fotografias referentes aos 0 e 120 minutos e 1 e 6 dias de experiência. 
 
  
0 minutos 120 minutos 
 
 
1 dia 
 
6 dias 
Figura 4.1 – Registo fotográfico do aspecto das amostras durante a experiência pelo 
sistema foto-Fenton, aos 0 e 120 minutos e 1 e 6 dias (da esquerda para a 
direita: réplica 1, controlo, réplica 2). 
 
Visualmente, não se consegue observar nenhuma redução de cor significativa até 
aos 120 minutos, no entanto, a redução de cor é notável ao fim de 6 dias de experiência. 
A utilização de todo o espectro de UV-Vis na gama entre os 250 e 500 nm permite 
uma análise mais completa do que a adoptada por vários autores4-8 que limitam a avaliação 
de remoção de cor de efluentes à redução de absorvância aos 465 nm ao longo do tempo. 
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A Figura 4.2 apresenta os resultados de absorvância relativa (tmin/t0, em que tmin 
é a absorvância nos minutos decorridos: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120 min; e t0 a absorvância 
de Ef aos 0 minutos), das amostras de Ef obtidas durante a experiência de tratamento de Ef 
pelo sistema foto-Fenton, entre os 0 e os 120 minutos. 
 
 
Figura 4.2 – Absorvância relativa (txmin/t0) das amostras obtidas durante a experiência de 
tratamento de Ef pelo sistema foto-Fenton entre 0 e 120 minutos. 
 
Observou-se uma ligeira diminuição dos valores de absorvância relativa (tmin/t0) 
na gama dos 350 a 500 nm, entre os 0 e os 30 minutos das amostras de Ef tratado 
relativamente às amostras de Ef não tratado. Entre os 30 e os 60 minutos observou-se um 
aumento gradual dos valores de absorvância, registando-se ao fim deste tempo valores 
ligeiramente superiores ao Ef não tratado. Entre os 60 e os 120 minutos de experiência, que 
corresponde ao período da experiência em que se manteve Ef sob a lâmpada UV sem a 
adição de reagentes, verificou-se uma redução gradual e significativa da absorvância 
relativa (tmin/t0) das amostras, com uma redução de 37% do valor de absorvância a 465 
nm. Catalkaya and Fargi.4 obtiveram 85% de redução absorvância aos 465 nm ao fim de 30 
minutos só com a adição do reagente de Fenton, e de 82% com a radiação UV em 
combinação com a adição do reagente de Fenton ao fim de 5 minutos de experiência, em 
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experiências com um reactor fotoquímico de escala laboratorial, de tratamento de um 
efluente proveniente da primeira extracção alcalina do branqueamento. Estes autores4 
estudaram ainda a influência do pH no sistema foto-Fenton, reportando que aos fim de 30 
minutos a valores de pH de 3, 4 e 5, as percentagens de redução de cor foram de 67, 71 e 
88%, respectivamente.  
Após os 120 minutos continuou a observar-se uma forte efervescência, que foi 
diminuindo até aos 6 dias de experiência. Durante este período efectuaram-se leituras 
diárias de espectroscopia UV-Vis (1, 2, 3, 4 e 6 dias). A Figura 4.3 mostra os resultados 
dos valores de absorvância relativa (td/t0, em que d são os dias decorridos: 1, 2, 3, 4 e 6; e 
t0 a absorvância de Ef aos 0 minutos) 
 
 
Figura 4.3 – Absorvância relativa (td/t0) das amostras obtidas durante a experiência de 
tratamento de Ef pelo sistema foto-Fenton entre 1 e 6 dias. 
  
A diminuição da absorvância na gama entre os 350 e os 500 nm, registada entre o 
1º e o 6º dia foi notável e após este período não se voltaram a registar alterações destes 
valores. A maior redução ocorreu entre o 3º e o 6º dia de experiência, com reduções de 
absorvâncias (td/t0) a 465 nm de 68 e 90%, respectivamente, confirmando assim a eficácia 
do sistema foto-Fenton na remoção de cor do Ef. 
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 Pela observação das Figuras 4.2 e 4.3, constata-se que na gama entre os 300 e os 
350 nm, ocorreram aumentos muito significativos de absorvância relativa em alguns dos 
tempos decorridos (Figura 4.1: 20, 40 e 50 minutos; Figura 4.2: 1, 2 e 3 dias), bem como, 
aumentos menos significativos de absorvância relativa para os restantes tempos. Estes 
aumentos de absorvância relativa poderão ser recorrentes dos produtos da reacção de 
degradação dos compostos orgânicos pelo sistema foto-Fenton. Pignatello et al,1 referem 
que a formação dos hidroxicomplexos de Fe2+, como o Fe(OH)2+, é dependente do 
comprimento de onda e absorve radiação na região do visível entre os 313 e os 360 nm, o 
que pode explicar esta observação.  
A Figura 4.4 mostra a variação simultânea de COD e da concentração total dos 
compostos orgânicos identificados ao fim dos 6 dias de experiência de tratamento pelo 
sistema foto-Fenton. O valor da concentração total representa a soma das concentrações 
individuais de todos compostos orgânicos identificados no Ef e Ef tratado com o sistema 
foto-Fenton, através da análise de GC-MS. Os valores de COD e de concentração total 
foram obtidos a partir da média dos valores das duas réplicas.  
 
 
Figura 4.4 – Redução de COD e da concentração total dos compostos orgânicos 
identificados ao fim de 6 dias de tratamento com o sistema foto-Fenton. 
 
Observaram-se reduções de 67 e 100% de COD e concentração total dos compostos 
orgânicos, respectivamente, ao fim de 6 dias de experiência. A análise SPE-GC-MS das 
amostras de Ef obtidas durante as experiências de tratamento com o sistema foto-Fenton, 
permitiu observar o seu efeito nas concentrações dos 38 compostos identificados e 
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quantificados no Ef, observando-se que todos os compostos orgânicos foram removidos 
completamente. Catalkaya and Fargi4, em experiências com um reactor fotoquímico de 
escala laboratorial de tratamento de um efluente de branqueamento, reportaram uma 
redução de 85% do carbono orgânico total ao fim de 5 minutos. Estes autores4 estudaram 
também a influência da radiação UV e do pH na eficácia do sistema foto-Fenton, 
reportando que ao fim de 30 minutos, sem o suporte fotolítico, a redução de carbono 
orgânico total foi de 88%, o que sugere que a reacção promovida só com os reagentes é 
também muito eficaz a remover a matéria orgânica. No entanto, a energia introduzida pela 
radiação UV acelera muito o processo, fazendo do sistema foto-Fenton um sistema muito 
mais efectivo. No que diz respeito à variação de pH, estes autores4 registaram percentagens 
de redução de carbono orgânico total de 63, 79 e 85% com valores de pH de 3, 4 e 5 
respectivamente. Pérez et al.7, reportaram uma redução de carbono orgânico total e COD 
de 30 e 50%, respectivamente, ao fim de 3 horas com o sistema foto-Fenton num reactor 
fotoquímico. Bertazolli and Pelegrini,6 estudaram outros compostos oxidantes como o 
TiO2, e obtiveram reduções de carbono orgânico total de 35% ao fim de 4 horas.  
Relativamente aos testes de toxicidade, as amostras de Ef não tratado não 
produziram efeitos de toxicidade para a V. fischeri. Contudo, as amostras de Ef tratado 
pelo sistema foto-Fenton produziram elevada toxicidade para na bactéria. Os valores EC50-
5min mostraram que uma diluição de 13,44±0,81% das amostras obtidas nestas experiências 
provocou uma diminuição da bioluminescência da V. fischeri, de 50% ao fim de 5 minutos. 
Pignatello et al.1 fazem referência à formação de alguns produtos gerados durante estas 
reacções, como por exemplo: a) os ácidos de baixo peso molecular (glicólico, maleico, 
oxálico e acético) que só se degradam na presença de radiação UV porque formam 
complexos com o Fe3+ que são pouco reactivos com o OH
.
; b) a presença de moléculas 
heteroatómicas nos substractos orgânicos levam à formação de ácidos inorgânicos como os 
ácidos clorídrico, nítrico e sulfúrico. O valor de pH de Ef tratado foi de 2,4 ± 0,3, o que 
pode explicar a alta toxicidade observada ao fim dos 6 dias de experiência. No entanto, 
outros compostos resultantes da degradação dos compostos orgânicos, poderão ser também 
os responsáveis por este valor alto de toxicidade. Litter9 sugere que os produtos resultantes 
da degradação dos compostos orgânicos pelo sistema foto-Fenton, podem ser mais tóxicos 
que os compostos iniciais e nomeia as quinonas resultantes da oxidação dos fenóis como 
um bom exemplo. 
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4.4 Conclusões 
 
Através da análise espectrométrica UV-Vis, mostrou-se uma redução de 
absorvância relativa muito significativa após 6 dias de experiência com o sistema foto-
Fenton, na gama entre os 350 e os 500 nm, registando-se nomeadamente, uma redução de 
absorvância aos 465 nm de 90%. Foi ainda possível através desta análise, identificar a 
região entre os 300 e os 400 nm, como a região de maior absorção dos produtos de 
degradação dos compostos orgânicos pelo sistema foto-Fenton. 
No que se refere à determinação dos valores de COD das amostras de Ef tratado 
pelo sistema foto-Fenton, foi possível determinar uma redução de 68% no decorrer da 
experiência. O sistema foto-Fenton mostrou ser um sistema mais eficaz na remoção dos 
compostos orgânicos do Ef do que o tratamento com fungos. Todos os compostos 
orgânicos identificados foram removidos aos 6 dias de experiência, mostrando ser um 
sistema eficaz em remover os compostos derivados da lignina, celulose, hemicelulose e 
extractáveis da madeira de E. globulus. 
Relativamente aos resultados de toxicidade, observou-se que as amostras de Ef 
tratadas pelo sistema foto-Fenton produziram efeitos tóxicos na V. fisheri, que poderão 
estar fortemente relacionados com os valores de pH baixos do Ef tratado após 6 dias. 
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Em termos de redução de descoloração de Ef, observaram-se reduções de 
absorvância significativas em todas as experiências de tratamento efectuadas, 
nomeadamente, considerando-se a redução de absorvância aos 465 nm como unidade de 
cor, obtiveram-se reduções de 74% com o R. oryzae, de 74% com o P. sajor caju, de 57% 
com o T. versicolor, de 30% com o P. chrysosporium e de 91% com o sistema foto-Fenton. 
Observaram-se reduções da concentração total dos compostos orgânicos 
identificados no Ef de: 100% (99,8) com o P. chrysosporium, de 98% com o R. oryzae, de 
96% com o P. sajor caju, de 91% com o T. versicolor e de 100% com o sistema foto-
Fenton. A determinação dos valores de COD suporta os resultados da remoção dos 
compostos orgânicos, observando-se reduções destes valores de: 82% com o P. 
chrysosporium, de 81% com o R. oryzae, de 78% com o T. versicolor, de 76% com o P. 
sajor caju e de 67% com o sistema foto-Fenton. Conclui-se assim das experiências de 
tratamento de Ef neste estudo, que a aplicação dos fungos ou o sistema foto-Fenton no 
tratamento do Ef é eficaz a remover os compostos orgânicos identificados. 
 Relativamente aos testes de toxicidade, o Ef não produziu efeitos tóxicos na V. 
fisheri. No entanto, após a inoculação dos fungos, à excepção da experiência com P. sajor 
caju (Ef tratado com este fungo manteve-se não tóxico à bactéria), Ef passou a produzir 
toxicidade na V. fisheri, diminuindo gradualmente ao longo do tempo decorrido nas 
experiências. Relativamente aos valores EC50 do Ef tratado na experiência de foto-Fenton, 
indicaram alto nível de toxicidade para a bactéria. De um modo geral, pode-se concluir que 
o sistema foto-Fenton foi mais eficiente relativamente ao tratamento com o fungo R. 
oryzae (o fungo mais eficiente nas experiências efectuadas), no entanto, Ef tratado por este 
sistema produziu mais toxicidade na V. fisheri. 
 No que diz respeito às experiências com fungos, detectou-se ainda a presença das 
enzimas ligninolíticas excretadas no efluente pelos fungos, sendo possível estabelecer 
algumas relações entre a presença destas enzimas com alguns resultados dos parâmetros 
monitorizados durante as experiências; a expressão catalítica da actividade enzimática da 
Li-P foi maior que as restantes enzimas, excepto no caso da experiência com P. sajor caju,
 A possibilidade da combinação destes dois tipos de tratamento (o tratamento com 
fungos e o tratamento químico por foto-Fenton), constitui uma abordagem lógica e viável, 
para uma etapa de tratamento terciário de Ef a aplicar em fábricas de pasta e papel kraft 
ECF que usam a madeira de E. globulus como matéria-prima. Xu et al.1, sugerem o 
__________________________________________________________Conclusões Gerais 
 _________________________________________________________________________ 
102 
processo solar foto-Fenton como altamente eficiente no tratamento de efluentes de pasta e 
papel, utilizando uma fonte de radiação económica (luz solar) e a alta temperatura final do 
efluente, referindo que cerca de 60% do carbono orgânico total pode ser removido em 
poucas horas, podendo atingir-se os 90% de redução em condições “afinadas”, 
especialmente a altas temperaturas. Vários estudos1,2 apontam a utilização dos sistemas 
fotocatalíticos oxidativos em combinação com o tratamento biológico como uma 
abordagem lógica e de grande potencial para aumentar a eficácia das linhas processuais de 
tratamento de efluentes de pasta e papel kraft. Os compostos que vão ser alvo da reacção de 
foto-Fenton são os menos oxidáveis e menos biodegradáveis, que durante este processo 
vão ser degradadados em intermediários orgânicos, mais oxidáveis e mais biodegradáveis, 
susceptíveis de serem tratados em etapas de tratamento biológico ou em etapas de 
tratamento terciário com fungos, produzindo CO2 e minerais3. No sistema foto-Fenton, a 
remoção destes compostos inibidores é mais rápida do que a remoção da concentração total 
de compostos orgânicos, COD ou BOD, por esta razão, constitui uma uma possibilidade 
válida em termos de aplicação na remoção dos compostos orgânicos3. Moraes et al.4, 
experimentaram vários métodos e combinações possíveis entre esses métodos, em estudos 
de tratamento de efluente de pasta e papel, obtendo os melhores resultados de remoção de 
cor e carbono orgânico total com o processo fotocatalítico oxidativo a preceder o 
tratamento biológico.  
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